ANNALES 
— DE DINSTITUT PASTEUR 


FONDEES SOUS LE PATRONAGE DE L. PASTEUR 


PAR 


E, DUCLAUX 


ET CONTINUEES PAR 


E. ROUX (1904) A. GALMETTE (1922) 


COMITE DE DIRECTION 


Gab. BERTRAND, E. LEGLAINCHE, L. MARTIN, 
G. RAMON, J. TREFOUEL, 


assistés des Professeurs et Chefs de service de l'Institut Pasteur, 


Secréltaire général : A. BOQUET. 


TOME SOIXANTE-HUITIEME 


Janvier-Juin 1942 


PARIS 


MASSON ET C'*, EDITEURS 
LIBRAIRES DE LACADEMIE DE MEDECINE 


420, Boulevard Saint-Germain (6°). 


PARIS. — ANC® IMP. DE LA COUR D’APPEL, 1, RUE CASSETTE. 
: a i “- ¢ 
> a ae Se 
; = 
y 
= 
v 


T. 68 JANVIER 1942 Ne 4 


ANNALES 


DE 


LINSTITUT PASTEUR 


ESSAIS D’ATTENUATION DE BACILLES TUBERCULEUX 
PAR CULTURE SUR POMME TERRE BILIEE 


par Atrrep BOQUET et Mme A. pg GROLIER. 


(Unstitut Pasteur. 
Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


Commencées en 1923, a la demande de M. Calmette, les 
recherches exposées dans ce mémoire nous ont permis de 
suivre, de bout en bout, l’atténuation graduelle de plusieurs 
souches de bacilles tuberculeux humains et bovins par la 
culture sur pomme de terre biliée. 


Au cours de la préparation des « bacilles biliés » actuelle- 
ment connus sous le nom de BCG, A. Calmette et C. Guérin (4) 
-avaient observé que, dés les premiers passages sur la pomme 
de terre cuite dans la bile glycérinée 4 5 p. 100, la souche 
bovine dite « lait Nocard » augmentait de virulence pour le 
cobaye ; mais, dans la suite, ses propriétés pathogénes se sont 
rapidement affaiblies. Alors que la culture normale, inoculée 
par voie sous-cutanée, tuberculisait le cobaye en soixante 
jours, & la dose de 0 milligr. 0001, la culture de quinziéme 
passage, inoculée par voie péritonéale a la dose de 4 milli. 


(1) A. Catmerre et C. Gutrin. C. R. Acad. Sc., 1908, 147, 1456 ; 1909, 
449, 716. 
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eramme, ne produisait plus, chez les animaux de cette espéce, 
que des lésions torpides, compatibles pendant plus de cing 
mois avec les apparences d’une bonne santé ; la méme dose 
inoculée sous la peau, provoquait seulement un léger gonfle- 
ment (lentille) du ganglion régional. Le lapin se montrait un 
peu plus sensible, mais d’une facon trés particuliére : les 
bacilles biliés de vingtitme passage, inoculés par voie vel- 
neuse, déterminaient non pas les Iésions nodulaires habi- 
tuelles, mais une infection du « type Yersin », mortelle en 
quinze a vingt jours. 

Dans une longue série d’expériences, qui ont préludé a 
Vapplication du BCG a la prémunition des jeunes enfants, 
A. Calmette, L. Négre et l’un de nous (2) ont constaté que les 
cultures ayant alors subi 200 4 235 passages sur la pomme 
de terre biliée, étaient si atténuées pour le cobaye, que l’ino- 
culation de doses massives, par n’importe quelle voie, engen- 
drait seulement des lésions locales qui régressaient toujours 
et guérissaient complétement aprés un temps plus ou moins 
long : abcés s’ouvrant a l’extérieur pour l’inoculation sous- 
cutanée de doses supérieures & 5 milligrammes ; nodules épi- 
ploiques et péritonéaux a contenu purulent pour |’inoculation 
intrapéritonéale de la méme dose. En dehors d’une tuméfac- 
tion passagére de tout le systéme ganglionnaire, les cobayes 
supportaient sans dommage l’inoculation intracardiaque de 
1 4 10 milligrammes des mémes germes. 

Le lapin réagissait également par un abcés spontanément 
curable & l’inoculation sous-cutanée de fortes doses de BCG ; 
mais les animaux succombaient dans une proportion assez 
importante aprés l’inoculation intraveineuse de doses supé- 
rieures & 10 milligrammes ; la mort survenait en quinze a 
vingt jours et l’on trouvait & Vautopsie des lésions pneumo- 
niques plus ou moins étendues. 

Des constatations analogues ont été faites en 1932 par 
A. S. Griffith (3) : un certain nombre de jeunes lapins pesant 
250 4 700 grammes, qui avaient recu dans la veine de 0 mil- 
ligr, 25 4 5 milligrammes de BCG et des lapins adultes de 


(2) A. Catmerrr, A. Boouer et L. Nicre. Ces Annales, 1921, 35, 561. 
(3) A. S. Grirrirn, Lancet, 1932, 1, 308 et 361. 


ATTENUATION DES BACILLES TUBERCULEUX 7 


1.350 a 2.070 grammes auxquels on avait inoculé 10 a 50 
miligrammes de ces bacilles par la méme voie, sont morts 
entre le huitiéme et le dix-neuviéme jour. Les poumons des 
lapins morts le huititme jour étaient presque entiérement 
densifiés, uniformément gris ou gris rougedtre, comme les 
poumons des lapins tués par une inoculation intraveineuse 
massive de bacilles morts. Chez les lapins qui succombaient 
un peu plus tardivement, entre le douziéme et le dix-neuviéme 
jour, une floraison de tubercules miliaires s’ajoutait a ces 
lésions inflammatoires des poumons. 

D’autre part, A. §. Griffith a poursuivi de 1925 4 1932, la 
culture en série, sur des milieux biliés (pomme de terre et 
ceuf), de 6 souches de bacilles tuberculeux humains, bovins 
et aviaires, dont il éprouva la virulence aprés des délais variés. 
Toutes les souches de bacilles des mammiféres, ainsi cultivées 
pendant quatre a six ans, sont restées virulentes et capables 
de provoquer une tuberculose progressive chez le cobaye ; la 
souche aviaire était encore pathogéne pour la poule. Toutefois 
une souche de bacilles bovins fut assez nettement atténuée 
aprés mille trois cent huit jours de culture sur des milieux 
biliés ; elle produisait alors, chez le cobaye, des lésions tuber- 
culeuses d’allure beaucoup plus torpide que les lésions déter- 
minées par Ja méme souche entretenue sur des milieux ordi- 
naires 4 loeuf. Mais cet affaiblissement cessa de se manifester 
dans les subcultures obtenues a partir des lésions chroniques 
du cobaye, de sorte que A. S. Griffith le considéra comme un 
fait d’atténuation temporaire. 

A. Calmette, C. Guérin et L. Négre (4) ont également 
appliqué le procédé d’atténuation par la bile & une souche 
de bacilles tuberculeux du type humain dite « Saranac ». 
Jusqu’au vingtiéme passage, cette souche a fait preuve d’une 
certaine augmentation de virulence. « Une dose de 0 milligr. 4, 
injectée dans les veines du lapin, tuait cet animal par septi- 
cémie type Yersin. A la trente-cinquiéme culture, la virulence 
faiblissait pour le cobaye et le lapin. A la deux cent sixiéme 
culture..., la dose de 1 milligramme était devenue compléte- 
ment avirulente pour ces deux espéces de rongeurs ». 


(4) A. Catmetre, C. Guiérin et L. Nicre. Ces Annales, 1933, 50, 599. 
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Récemment, enfin, F. Van Deinse (5) a étudié dans ces 
Annales les propriétés pathogénes de diverses souches de 
bacilles bovins transplantées tous les quinze jours sur pomime 
de terre biliée et ayant subi de 25 A 68 passages ininterrompus 
sur ce milieu. Sauf deux (vingt-neuviéme et cinquante-qua- 
trigme passages), ces souches sont devenues peu virulentes 
pour le cobaye, méme & la dose de 2 milligrammes, inoculée 
par voie sous-cutanée. Au contraire, toutes sont restées 
pathogénes pour le lapin, chez lequel elles déterminaient, 
aux doses de 0 milligr. 1, 1 et 2 milligrammes, inoculées 
par voie veineuse, soit une tuberculose du type Yersin 
pur qui entrainait réguliérement la mort en quinze a vingt 
jours sans la moindre lésion granulique (20 lapins), soit une 
tuberculose du méme type et aussi rapidement mortelle, 
mais accompagnée de granulations pulmonaires et rénales 
(14 lapins). Cette action pathogéne pour le lapin (type Yersin) 
des bacilles atténués pour le cobaye, Van Deinse l’attribue a 
une sorte d’exaltation de leur « pouvoir toxique », qui devien- 
drait ainsi comparable au pouvoir toxique du bacille aviaire. 

Nos propres essais, poursuivis jusqu’é ces derniers mois, 
portent sur deux souches bovines et quatre souches humaines 
entretenues depuis un temps plus ou moins long sur pomme 
de terre ordinaire, mais de virulence bien déterminée. Les 
cultures ont été transplantées d’abord tous les quinze ou dix- 
huit jours, puis tous les mois, par étalement abondant sur la 
pomme de terre biliée, selon la technique habituelle. 

Pour les souches de bacilles bovins, le titrage du pouvoir 
pathogéne a été fait parallélement sur le cobaye par la voie 
sous-cutanée et sur le lapin par la voie veineuse. Il a été 
répété sur trois séries de la souche Vallée transplantée sur 
pomme de terre biliée, a plusieurs années d’intervalle, au 
cours desquelles son pouvoir tuberculigéne tendait & décroitre 
spontanément dans les cultures sur pomme de terre au 
bouillon glycériné ordinaire. 

Dans toutes les expériences ci-aprés, les cultures inoculées 
étaient Agées de trois semaines A un mois. 


(5) F. Van Dense. Ces Annales, 1941, 66, 191. 
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Souche bovine Vallée : premiére série. 


La premiére série de cultures de la souche dite bovine 
Vallée selon la méthode de Calmette et Guérin, remonte a 
1927. A ce moment, cette souche tuait le lapin de 2 kilo- 
grammes en deux mois et demi environ, a la dose de 0 mil- 
ligr. O1, par inoculation intraveineuse et le cobaye dans le 
méme délai par inoculation sous-cutanée. 

Kn 1931, les propriétés pathogénes de la souche Vallée se 
sont nettement affaiblies pour le lapin, mais non pour le 
cobaye. Au début de 1932, comme nous l’avons déja signalé, 
Vinoculation intraveineuse d’une dose de 0 milligr. 601 ne 
tuait plus le lapin, avec des Iésions pulmonaires massives, 
qu’en quatre mois au minimum, au lieu de trois mois les 
années précédentes (6). 

En 1935, la souche Vallée, inoculée par voie sous-cutanée, 
tuberculisait encore le cobaye en trois ou quatre mois a la 
dose de 0 milligr. 0002, et en quatre ou cing mois a la dose 
de 0 milligr. 60002. 

Les titrages de la virulence effectués sur le cobaye et le lapin 
depuis le 4 juin 1980 ont donné les résultats suivants : 


QUARANTE-TROISIEME PASSAGE. 


Lapin. 
Dose inoculée : 0 milligr. 01. — L’animal reste en parfait état. Sacrifié 


cing mois et huit jours aprés l’inoculation, il n’est trouvé porteur que 
d’une petite granulation pulmonaire. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 0 milligr. OOL. Aucune lésion tuberculeuse n’a 
été trouvée & lautopsie trois mois (1 cobaye) et cing mois et huit 
jours (2 cobayes) apres ]’inoculation. 

Dose inoculée : 0 milligr. 01. — Adénite régiouale, mais aucune 
lésion viscérale trois mois aprés ]’inoculation. 


(6) A. Bogurr. Ces Annales, 1933, 50, 6 ; 1939, hy, Geil 
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SOIXANTE-DOUZIEME PASSAGE: 
Lapin. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — Sacrifié trois mois aprés l’inocu- 
jation, l’animal présentait de nombreuses granulations pulmonaires 
et quelques granulations sur la rate. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — A la fin du troisitme mois, abcés 
elt adénite inguinale ; adénite sous-lombaire ; hypertrophie des gan- 
glions trachéo-bronchiques ; quelques granulations pulmonaires. 


QUATRE-VINGT-DIX-SEPTIEME PASSAGE. 


Cobaye. 
Dose inoculée : 0 milligr. 01. — A la fin du troisieme mois, légére 
hypertrophie des ganglions inguinaux. 
Dose inoculée : 1 milligramme. — A la fin du troisitéme mois, abcés 


el adénite inguinale. Aucune lésion viscérale. 


CENT DEUXIEME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — A la fin du sixiéme mois, abcés 
el adénite inguinale ; adénite sous-lombaire et, dans 1 cas sur 8, 
hypertrophie de la rate ; quelques foyers nécrotiques sur le foie ; quel- 
ques granulations pulmonaires (animaux sacrifiés). 


CENT HUITIEME PASSAGE. 


Lapin. 


Dose inoculée : 0 milligr. 01. — A la fin du troisitme mois (animal 


sacrifié), plusieurs nodules sur les poumons et deux petits tubercules 
sur un rein. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — Mort en vingt-quatre jours avec 
des lésions de pneumonie. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — Abcés et légére adénite régionale. 
Faible hypertrophie de la rate. Aucune autre lésion viscérale. 


CENT VINGTIRME PASSAGE. 
Lapin. 
Dose inoculée : 5 milligrammes. — A la fin du quatriéme mois, 


nombreux tubercules pulmonaires ; quelques granulations sur les 
reins ; rate hypertrophiée. 
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Cobaye. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — <Abcés et adénite inguinale 
caséeuse, adénite sous-lombaire ; quelques granulations sur la rate. 


CENT TRENTE-NEUVIEME, CENT CINQUANTE ET UNIEME 
ET CENT SOIXANTE-TROISIUME PASSAGES. 


Lapin. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — Chez les animaux qui résistent 
au moins trois mois, nombreuses granulations pulmonaires et rénales. 


Une culture a été obtenue a partir des lésions pulmonaires 
du cent soixante-troisiéme passage ensemencées sur le milieu 
de Léwenstein. Inoculée par voie sous-cutanée a plusieurs 
cobayes, a4 la dose de 1 milligramme, elle n’a produit que des 
abcés et des adénites régionales caséeuses et, parfois, quelques 
granulations sur la rate. En quarante-cing a soixante-quinze 
jours, nombreuses granulations miliaires, pulmonaires et 
rénales chez les lapins inoculés par voie veineuse a la dose 
de 1 milligramme. 

Apres avoir subi quatre passages sur la pomme de terre 
ordinaire, cette culture ne provoquait plus chez le cobaye, a 
la dose de 10 milligrammes, qu’un abcés et une adénite 
régionale. 

Cobaye. 

Dose inoculée : 10 milligrammes. — Aprés trois mois, abcés et adé- 

nite régionale. 


CENT SOIXANTE-SEPTIEME PASSAGE. 


/ 


Lapin. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — Les animaux meurent a la fin 
du premier mois ou au début du deuxiéme aprés l’inoculation avec 
des lésions pneumoniques (densification et aspect vilreux gris rosé du 
poumon), de nombreuses et fines granulations pulmonaires ct, parfois, 
quelques granulations rénales. 


Cobaye. 


Dose inoculée ; 10 milligrammes. — Abcés et adénite inguinale et 
sous-lombaire avec foyers caséeux. La rate est hypertrophiée ; aucune 


autre lésion viscérale. 
La méme culture a été inoculée au cobaye, par voie veineuse, a la 
dose de 0 milligr. 1. Aucune lésion viscérale n’a été constatée a la 


fin du deuxiéme mois. 
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CENT SOIXANTE ET ONZIEME ET CENT SOIXANTE-SEIZIUME PASSAGES. 


Lapin. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — En vingt a trente jours une 
partie des animaux meurent avec d’importantes lésions pheumoniques 
(densification, aspect vitreux), de fines granulations sur les poumons 
el, dans quelques cas, une ou deux petites granulations sur la rate 
el les reins. Un lapin mort a Ja fin du deuxiéme mois ne présentait 
plus que de rares et fins tubercules sur les reins. D’autres animaux 
des mémes lots, sacrifiés au cours du quatriéme mois, ont été trouvés 
indemnes. 

La méme dose de 10 milligrammes a été inoculée 4 des Japins par 
voie sous-cutanée. Elle a provoqué la formation d’un abcés local assez 
yolumineux, mais aucune lésion viscérale n’a été observée chez les 
animaux morts a Ja fin du deuxiéme mois aprés cette inoculation. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — Abcés et adénites inguinales ; 
exceptionnellement adénite sous-lombaire avec foyer caséeux. Pas de 
lésions viscérales. 


Une subculture du cent soixante-seiziéme passage, obtenue 
& partir d’un ganghon sous-lombaire caséeux, a été inoculée 
au cobaye @ la dose de 5 milligrammes par la voie sous- 
cutanée, et au lapin 4 la dose de 5 milligrammes par la voie 
veieuse. 

Les cobayes n’ont présenté qu’un abcés et une adénite 
régionale, mais chez le lapin mort le deuxiéme mois, on a 
trouvé quelques granulations sur la rate et sur les reins. 


CENT QUATRE-VINGT-DOUZIEME PASSAGE (1940-1941). 
Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — Animaux sacrifiés le septiéme 
el le huitiéme mois : petit abcés au point d’inoculation et légére hyper- 
trophie des ganglons inguinaux. Aucune Iésion viscérale. 


Souche bovine Vallée : deuxiéme série. 


Au moment ou on a commencé a la cultiver sur la pomme 
de terre biliée (10 novembre 1980), cette souche n’était que 


légérement atténuée par rapport a la culture de la premiere 
série, 
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DEUXIEME PASSAGE. 


Cobaye. 
Dose inoculée : 0 milligr. 001. — Au début du deuxiéme mois, adé- 
nites inguinale et sous-lombaire ; une granulation sur la rate. 
Dose inoculée : 0 milligr. 1. — A la fin du deuxiéme mois, tuber- 


culose généralisée. 
TROISIEME PASSAGE. 


Lapin. 
Dose inoculée : 0 milligr. 01. — A la fin du deuxiéme mois, nombreux 
tubercules pulmonaires caséeux. 
Cobaye. 
Dose inoculée : 0 milligr. 001. — En huit semaines, adénites et 
nombreuses granulations sur la rate hypertrophiée. 
Dose inoculée : 0 milligr. 1. — En sept semaines, tuberculose géné- 
ralisée. 
DrxiEME PASSAGE. 
Cobaye. 
Dose inoculée : 0 milligr. 001. — Au cours du sixiéme mois, adénites 
régionales, mais aucune lésion viscérale. 
Dose inoculée : 0 milligr. 1. — Adénites inguinale et sous-lombaire. 


Quelques gros tubercules sur la rate et foyers nécrotiques assez nom- 
breux sur le foie. 
DIx-SEPTIEME PASSAGE. 


Lapin. 
Dose inoculée : 0 milligr. 1. — Aprés deux mois, fines granulations 
pulmonaires. 
Cobaye. 
Dose inoculée : 0 milligr. 1. — En quatre & six semaines, abcés, adé- 


nites caséeuse, inguinale et sous-lombaire. Rate hypertrophice. 
VINGTIEME ET VINGT-DEUXIEME PASSAGES. 


Lapin. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — Aprés trois mois, poumons non 
hypertrophiés, mais criblés de fines granulations. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — En deux a trois mois, adénites 
inguinale et sous-lombaire. Rate criblée de egranulations. 
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VINGT-HUITIEME PASSAGE. 


Lapin. 


Dose inoculée ; 0 milligr. 1. — Apres trois mois, nombreux foyers 
caséeux et quelques granulations sur Jes reins. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 0 milligr. 1. — En deux mois, abcés et adénites 
inguinale et sous-lombaire caséeuses. 


CINQUANTE-DEUXIEME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — En trois mois, adénites caséeuses 
inguinale et sous-lombaire ; hypertrophie des ganglions trachéo-bron- 
chiques ; rate, foie et poumons apparemment indemnes. 


SOIXANTE-DIX-SEPTIEME PASSAGE. 
Lapin. 
Dose inoculée : 5 milligrammes. — A la fin du deuxiéme mois, pré- 
sence de nombreux tubercules pulmonaires. 
Cobaye. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — En deux mois et demi, abcés 
et adéniles caséeuses ; quelques granulations sur la rate non hyper- 
trophiée. 

QUATRE-VINGT-SEIZIEME PASSAGE, 


Lapin. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — Un meurt de pneumonie en dix- 
sept jours. L’autre succombe deux mois et demi apres 1’inoculation 
nombreux tubercules miliaires sur les poumons ; rate hypertrophiée ; 
reins pales avec deux fines granulations. 


Cobaye., 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — Aprés quatre mois, abcés, adé- 


nite inguinale avec foyers caséeux ; granulations plus ou moins nom- 
breuses sur la rate. 


CENT DIX-HUITIEME PASSAGE. 
Lapin. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — Les deux animaux meurent en 
onze et dix-sept jours avec les lésions pneumoniques habituelles. La 
rate est assez hypertrophiée, mais contient relativement peu de bacilles. 
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Cobaye. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — En six & huit semaines, abcds 
et adénite régionale ; aucune lésion viscérale. 


CENT VINGT-DEUXIBME PASSAGE. 
Lapin. 


Dose inoculée: 5 milligrammes. — En deux mois, quelques granu- 
lations pulmonaires et une granulation sur la rate congestionnée et 
assez hypertrophiée. 


CENT TRENTE-SIXIEME PASSAGE (1940-1941). 


Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — Animaux sacrifiés en parfait état 
a la fin du huitiéme mois : petit abcés au point d’inoculation et légére 
adénite inguinale (ganglions scléreux). Le pus de l’abcés contenait 
encore des hbacilles acido-résistants se colorant d’ailleurs plus faible- 
ment que les bacilles normaux. 


Souche bovine Vallée : troisiéme série. 


La premiére culture sur pomme de terre biliée a été effec- 
tuée le 25 novembre 1934, c’est-A-dire un an environ aprés 
que la souche bovine Vallée eut subi, en particulier pour le 
lapin, le fléchissement de virulence que nous avons précé- 


demment signalé. 
DouziiME PASSAGE. 


Lapin. 
Dose inoculée : 0 milligr. 1. — Aucune lésion tuberculeuse. 
Cobaye. 
Dose inoculée : 0 milligr. 1. — En trois mois, abcés, hypertrophie 


et caséification des ganglions inguinaux et sous-lombaires ; pas de 
lésions viscérales. 
TRENTE-CINQUIEME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — Abcés, adénites ; quelques tuber- 
cules sur la rate et quelques foyers hépatiques. 
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QUARANTE-HUITIEME PASSAGE. 


Lapin. 
Dose inoculée : 1 milligramme. — En trois mois, aucune lésion appa- 
rente de tuberculose. 
Cobaye. 
Dose inoculée : 1 milligramme. — Abceés, adénites, hypertrophie de 


la rate sans granulations. 
SOIXANTE-DIX-NEUVIEME ET QUATRE-VINGT-DIXIEME PASSAGES. 


Lapin. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — Un meurt en moins d’un mois 
avec les lésions pneumoniques précédemment signalées. Un lapin ayant 
survécu plus de trois mois a présenté de nombreuses granulations 
pulmonaires et plusieurs tubercules sur les reins. Un autre, mort 
dans les mémes délais, n’était porteur que d’un tubercule rénal. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — En trois mois, abcés, hyper- 
trophie des ganglions inguinaux et sous-lombaires. Légére hypertrophie 
de la rate. Foie et poumons complétement indemnes. 


Cenr QUATRIEME PASSAGE (1939). 


Lapin. 


Dose inoculée : 8 milligrammes. — Deux animaux meurent le quin- 
zieéme jour avec les lésions pneumoniques habituelles. Sur un troisiéme 
lapin qui avait survécu deux mois a inoculation, on n’a pas trouvé 
de lésions pulmonaires, mais il existait d’assez nombreux tubercules 
sur les reins. 


Les granulations rénales de ce dernier animal ont été 
hroyées, inoculées 4 des cobayes et ensemencées sur plusieurs 
tubes de milieu de Lowenstein. 

Les cobayes ainsi inoculés sont morts d’infection intercur- 
rente entre le trentiéme et le soixantiéme jour ; ils ne présen- 
laient qu'une faible adénite inguinale et une légére hyper- 
trophie des ganglions sous-lombaires. 

La culture des mémes granulations, obtenue sur le milieu 
de Léwenstein, a été inoculée par voie veineuse A deux 
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lapins, 4 la dose de 0 milligr. 4 et par voie sous-cutanée a 
plusieurs cobayes a la méme dose. 

Les lapins ont été trouvés indemnes de toute Iésion tuber- 
culeuse & la fin du troisitme mois et les cobayes, morts ou 
sacrifiés vers la dixiéme semaine, n’étaient porteurs que d’une 
légére adénite régionale. 


Souche humaine Ratti. 


La souche humaine Ratti a été isolée en 1910 par le 
D* André Jousset des crachats d’un jeune homme tuberculeux. 
En 1923, au moment ot elle a été cultivée sur pomme de 
terre biliée, sa virulence pour le cobaye était un peu plus 
faible que celle de la souche bovine Vallée. Le premier essai 
de titrage a été effectué le 5 juin 1930 au cent septiéme passage 
sur le milieu précité. 


CENT SEPTIEME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 0 milligr. 01. — En deux mois, adénites inguinale 
el sous-lombaire en voie de caséification. Absence de lésion viscérale. 


CENT VINGT-SEPTIEME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée :; 1 milligramme. — En un mois, abcés ; adénites 
inguinale et sous-lombaire en voie de cas¢ification. 


CENT SOIXANTIEME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — En trois mois, abcés, adénites 
inguinale et sous-lombaire caséeuses ; chez 1 cobaye, rate finement gra- 
nuleuse. 


CENT SOIXANTE-CINQUIEME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — En six mois et demi, abcés et adé- 
nites ; quelques tubercules pulmonaires, hypertrophie des ganglions 
trachéo-bronchiques. 


Annales de UInstilut Pasteur, t. 68, n° 1, 1942. 
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CENT SOIXANTE-TREIZIUME PASSAGE. 


Lapin. 
Dose inoculée : 1 milligramme. — Aucune lésion a la fin du troi- 
siéme mois. 
Cobaye. 
Dose inoculée : 1 milligramme. — Au troisiéme mois, abcés, adénites- 


scléreuses inguinale, sous-lombaire et trachéo-bronchique. Rate hyper- 
trophiée. Aucune autre lésion viscérale. 


DEUX CENT-TROISIEME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — En trois mois, abcés et adénites 
régionales caséeuses. Pas de lésions viscérales. 


DEUX CENT DIX-SEPTIEME ET DEUX CENT VINGT-HUITIEME PASSAGES 
(1937 et 1938). 


Cobaye. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — En trois mois, abcés, adénites- 
Pas de lésions viscérales. 


Souche Ratti : deuxiéme série. 


Cette souche a été ensemencée pour la premiére fois sur 
la pomme de terre biliée le 28 novembre 1931. 

Au quarante-sixiéme passage, l’inoculation sous-cutanée au 
cobaye d’une dose de 4 milligramme provoquait le dévelop- 
pement d’adénites régionales caséeuses; la rate, lég¢rement 
augmentée de volume, contenait quelques granulations. 

Au cinquante-neuviéme passage, mémes résultats avec une 
dose de 10 milligrammes. Au quatre-vingt-dix-neuviéme pas- 
sage, la méme dose produisait encore des Iésions locales assez 
importantes (abcés et adénites), mais a la fin du troisiéme 
mois, les animaux inoculés ne présentaient aucune lésion 
viscérale. 

L’inoculation de 1 milligramme de la culture de cent vingt- 
neuviéme passage n’a produit aucune Iésion (animaux sacrifiés: 
a la fin du septiéme mois). 
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Souche humaine 0. 


La souche humaine O a été isolée en 1929 d’une ostéite 
du pied. Trés virulente pour le cobaye au départ, elle a été 
transplantée sur la pomme de terre biliée le 26 septembre 1930. 


VINGTIEME PASSAGE. 


Cobaye. 
Dose inoculée : 0 milligr. 001. — En trois mois, tuberculose géné- 
ralisée. 
TRENTE-QUATRIEME PASSAGE. 
Cobaye. 
Dose inoculée : 0 milligr. 1. — En trois mois, tuberculose géné- 
ralisée. 
QUARANTE-SEPTIEME PASSAGE. 
Cobaye. 
Dose inoculée : 0 milligr. 01. — En trois mois, adénites inguinale 
et sous-lombaire caséeuses. 
Dose inoculée : 1 milligramme. — En trois mois, abces, adénites 


inguinale et sous-lombaire caséeuses ; quelques granulations sur la 
rate et sur les poumons. 


SOIXANTIEME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 5 milligrammes. — Abcés, adénites caséeuses ; flo- 


raison de fins tubercules sur Ja rate, quelques foyers nécrotiques sur 
le foie. 
SOIXANTE-DIX-HUITIEME PASSAGE. 


Dose inoculée : 10 milligrammes. — En quatre mois, abcés, adénites 
caséeuses. Rate hypertrophiée ; quelques granulations pulmonaires. 
QUATRE-VINGT-ONZIEME ET CENT DEUXIEME PASSAGES. 
Dose inoculée : 10 milligrammes. — En trois mois, hypertrophie des 
ganglions inguinaux, sous-lombaires et trachéo-bronchiques. 
CENT TRENTE-TROISIUME PASSAGE (1940-1941). 


Dose inoculée : 1 milligramme. — Les animaux sont sacrifiés en trés 
bon état six mois et demi et sept mois aprés cette inoculation : abcés 
au point d’inoculation dont le pus caséeux a donné une abondante 
culture ; légére hypertrophie des ganglions régionaux. 
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Souche humaine M,,. 


Isolée par R. Laporte en 1934. Entretenue sur pomme de 
terre biliée depuis le 24 janvier 1935. 


DouziEME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 0 milligr. 0001. — En cinq mois et demi, adénites 
inguinale, sous-lombaire et trachéo-bronchique. Rate hypertrophiée 
avec de grosses granulations. 


VINGT-SEPTIEME PASSAGE, 


Cobaye. 


Dose inoculée : 0 milligr. O1. 
nale et sous-lombaire caséeuses. 


En deux mois, abcés, adénites ingui- 


CINQUANTE-TROISIUME PASSAGE. 


Cobaye. 


Dose inoculée : 1 milligramme. — En trois mois, abcés, adénites 
caséeuses. Lésions tuberculeuses importantes du foie, de la rate et des 
poumons. 


souche humaine M,. 


Isolée par R. Laporte en 1954. Souche de virulence normale 
pour le cobaye, entretenue depuis le 20 janvier 1936 sur 
pomme de terre biliée. 

Au vingt-neuviéme passage, linoculation sous-cutanée 
d’une dose de 0 milligr. O1 de cette souche provoquait encore 
chez le cobaye la formation d’un abcés accompagné d’adé- 
nites caséeuses, de grosses granulations spléniques et de fins 
tubercules pulmonaires. 


Action des sels biliaires 
sur l’atténuation des bacilles tuberculeux. 


En vue de déterminer les facteurs qui sont responsables de 
Patténuation progressive des bacilles tuberculeux dans les 
milieux biliés, nous avons tout d’abord, depuis 1980, essavé 
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de cultiver en série la souche bovine Vallée sur pomme de 
terre cuite dans une solution a 1 p. 400 de sels biliaires 
‘mélange de glycocholate et de taurocholate de soude (7)]| en 
eau glycérinée a 5 p. 100, selon la technique adoptée par 
A. Calmette et CG. Guérin, pour la préparation de la pomme 
de terre biliée. 

La culture de dix-septiéme passage sur ce milieu, inoculée 
au cobaye le 7 décembre 1931, par voie sous-cutanée, a la dose 
de 0 milligr O1, provoquait en trois mois un abcés et des 
adénites inguinales et sous-lombaires caséeuses ; mais les 
organes profonds restaient apparemment indemnes. 

Au soixante-dixiéme passage, la méme dose produisait en 
deux mois un abceés et des adénites régionales non caséeuses. 
L’inoculation sous-cutanée de 4 milligramme de la méme 
culture déterminait un abcés et des adénites régionales. 

En résumé, atténuation comparable a celle qui est obtenue 
sur la pomme de terre biliée. 


Depuis 1938, nous avons cultivé parallélement la souche 
bovine D (8), trés virulente, sur pomme de terre cuite dans 
une solution de glycocholate de soude (9) 4 4 p. 100 en eau 
elycérinée & 5 p. 100 (pH 7,2 a 7,4) et sur pomme de terre 
cuite dans une solution de taurocholate de soude 4 1 p. 100 
en eau glycérinége a 3 p. 100 [pH 7,6 & 7,8] (40). 


A. Soucure povinE D TAUROCHOLATE DE souDE. — Les lapins 
qui avaient recu dans la veine 0 milligr. O1 de cette souche 
au neuviéme passage, ont présenté, a la septiéme semaine, 
de trés nombreux tubercules sur les poumons, la rate et les 
reins. Les cobayes inoculés & la méme dose, par voie sous- 
cutanée, sont morts de tuberculose généralisée en moins de 
deux mois. 

La culture de dix-septiéme passage, inoculée au lapin par 


(7) D’Horrmann-La Rocue. 

(8) Souche isolée en 1935 par R. Laporte. 

(9) Marques Bayer et Horrmann-La Rocue. 

(10) Les cultures sur pomme de terre aux sels biliaires s’accoutu- 
ment assez lentement A ces milieux. Quand elles ont atteint leur plein 
développement, elles forment une couche épaisse, mamelonnée, blanche 
et seche. Un voile mince s’étend & la surface du liquide sous-jacent. 
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yoie veineuse, a provoqué en deux mois de nombreuses gra- 
nulations pulmonaires et rénales. 


B. Soucne Bovine D GLYCOCHOLATE DE souDE. — Tuberculose 
magsive aprés sept semaines chez le lapin qui recoit par voie 
veineuse la culture de sixitme passage. Tuberculose massive 
chez le cobaye, par inoculation sous-cutanée de la méme dose. 

Les cultures des treizitme et quatorziéme passages déter- 
minent également chez le lapin des Iésions pulmonaires splé- 
niques et rénales dans les mémes délais. 

Celles du dix-huitiéme passage, inoculées sous la peau, a 
la dose de 0 milligr. 01, tuberculisent le cobaye en trois mois. 

Ces essais ont malheureusement été interrompus par. suite 
d’un accident d’étuve qui a amené la mort des cultures en 
cours. Ils ont été repris et les résultats en seront publiés ulté- 
rieurement. 


Essais de vaccination du cobaye 
au moyen des souches de bacilles tuberculeux atténués. 


Notre intention initiale, dans ces recherches, était de pré- 
parer plusieurs souches de bacilles tuberculeux 4 des degrés 
d’atténuation différents, et d’employer les moins affaiblies a 
renforcer l’action vaccinante que les souches a peu prés tota- 
lement privées de propriétés pathogénes, comme le BCG, exer- 
cent sur les petits animaux de laboratoire. Nous espérions 
pouvoir disposer ainsi d’une sorte de gamme de virulence et 
obtenir, au moyen de vaccinations graduelles en plusieurs 
temps, comme dans la vaccination anticharbonneuse de 
Pasteur, une immunité compléte contre les infections bacil- 
laires les plus sévéres. 

Quelques essais tentés dans ce sens n’ont pas donné de 
résultats bien démonstratifs, du fait, semble-t-il, que les diffé- 
rences entre les propriétés pathogénes des souches atténuées, 
prises comme premier et deuxiéme vaccins étaient ou trop 
faibles, ce qui rendait la deuxiéme vaccination inopérante, 
ou trop prononcées, ce qui conférait & la deuxiéme vaccina- 
tion le caractére d’une véritable infection d’épreuve. Néan- 
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moins, nous persistons & penser qu’un emploi judicieux de 
bacilles tuberculeux, naturellement ou artificiellement atffai- 
bls dans un rapport convenable, permettrait de réaliser, en 
2 ou 3 inoculations faites 4 des intervalles de trois ou quatre 
semaines, une vaccination solide des animaux les plus récep- 
tifs tels que le cobaye et le lapin. 

Les essais suivants ont été effectués sur le cobaye, le 
9 décembre 1940, par inoculation sous-cutanée, dans l’aine 
droite, de 4 milligramme d’une des souches précédemment 
étudiées et d’une souche aviaire biliée. Tous les animaux 
ainsi prémunis ont été éprouvés, ainsi que des témoins, le 
17 janvier 19414, par inoculation, sous la peau de l’aine 
gauche, de 0 milligr. 0001 de la souche bovine trés viru- 
lente D,,. 


A. — VACCINATION PAR LA SOUCHE HUMAINE RATTI BILIGE 
DE CENT VINGT-NEUVIEME PASSAGE, DEUXIEME SERIE (4 COBAYES). 


Un cobaye est sacrifié en bon état le cent trente et uni¢me jour. 
Autopsie : adénites caséeuses ; une dizaine de fines granulations sur la 
rate ; foie normal ; 6 tubercules sur les poumons. 

Un meurt le cent quarantiéme jour. Autopsie : adénites caséeuses ; 
une quinzaine de granulations sur la rate non hypertrophiée et une 
vingtaine de tubercules pulmonaires. 

Un meurt le cent quarante-cinquiéme jour. Autopsie : .adénites 
caséeuses ; nombreuses granulations sur la rate et les poumons ; 
lésions hépatiques assez étendues. 

Un meurt le deux cent sixiéme jour. Autopsie : adénites caséeuses ; 
2 eros nodules et quelques fines granulations sur la rate ; quelques 
foyers hépatiques et rares tubercules pulmonaires. 


B. — VACCINATION PAR LA SOUCHE HUMAINE O BILIKE 
DE CENT TRENTE-TROISIEME PASSAGE (3 COBAYES). 


Un cobaye meurt le cent sixiéme jour. Autopsie : adénites caséeuses ; 
une granulation sur Ja rate hypertrophiée ; foie et poumons indemnes. 

Deux meurent, un le cent cinquante-huitiéme et l’autre le cent 
quatre-vingt-cinquiéme jour. Autopsie : adénites caséeuses, rate et foie 
criblés de tubercules. 


C. — VACCINATION PAR LA SOUCHE BOVINE VALLEE BILIEE 
DE CENT TRENTE-SIXIEME PASSAGE, DEUXIEME SKRIE (4 COBAYES). 
Un cobaye meurt le soixante-scizitme jour. Autopsie : adénites 


caséeuses ; une granulation sur la rate non hypertrophiée ; foie et 
poumons indemnes. 
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Un meurt le cent troisitéme jour. Autopsie : adénites caséeuses ; 
aucune lésion viscérale. 

Un meurt le cent sixiéme jour. Autopsie : adénites caséeuses ; 
3 granulations sur la rate ; foie et poumons indemnes. 

Un meurt le cent cinquantiéme jour. Autopsie : adénites caséeuses ; 
lésions massives de la rate, du foie et des poumons. 


D. — VACCINATION PAR LA SOUCHE BOVINE VALLEE BILIEE 
DE CENT QUATRE-VINGT-DOUZIEME PASSAGE, PREMIERE SERIE 
(3 COBAYES). 


Le 3 cobayes vaccinés sont morts en quatre-vingt-deux, cent cin- 
quante-huit et cent quatre-vingt-seize jours avec des Iésions généra- 
lisées massives. 


E. — VACCINATION PAR LA SOUCHE AVIAIRE BILIEE 
DE DEUX CENT QUATRE-VINGT-QUINZIEME PASSAGE (6 COBAYES). 


Tous les animaux sont morts entre le cinquante-cinquiéme et le cent 
uniéme jour avec des lésions généralisées massives. 


F. — CoBayEs TEMOINS: 


Les 9 cobayes témoins sont morts entre le cinquantiéme et le 
soixante-quinziéme jour avec des lésions viscérales massives. 


En résumé, les 4 souches atténuées de bacilles des mammi- 
féres ont engendré une résistance manifeste, quoique assez 
inégale, contre une infection par un bacille doué d’une trés 
haute virulence. La souche aviaire n’a exercé qu’une faible 
action vaccinante. 

Le nombre des passages sur les milieux biliés ne semble 
pas influencer sensiblement la valeur protectrice des cultures 
atténuées. Il est vraisemblable d’admettre que si la souche la 
moins ancienne (Ratti) s’est montrée la plus efficace, cela 
tient aux qualités particuliéres de la souche d’origine, qui lui 
ont permis de mieux conserver ses propriétés antigéniques, 
malegré la perte totale de sa virulence. 


G. — Essals DE VACCINATION PAR VOIE KPIDERMO-DERMIQUE 
(Méthode de S. R. Rosenthal et de L. Négre et J. Bretey). 


Sur la peau du bord supérieur du cou et du dos, décapée 
& l’éther, on fait avec un vaccinostyle, selon la technique de 
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L. Négre et J. Bretey, 10 scarifications en grille de 2 centi- 
métres environ de longueur et on enduit chacune d’elles 
de I goutte d’une suspension contenant, par centimétre cube, 
10 milligrammes de la souche bovine Vallée de cent trente- 
sixiéme passage. Les 7 animaux survivants de cette série 
sont éprouvés quarante et un jours plus tard, par inoculation 
sous-cutanée de 0 milligr. 00005 de la souche bovine D,,. 
A ce moment tous réagissaient fortement a la tuberculine. 


Un cobaye est sacrifié le quatre-vingt-dixiéme jour. Aulopsie : adé- 
nites inguinale et sous-lombaire caséeuses. Pas de lésions viscérales. 

Un meurt le cent dixiéme jour. Aulopsie : adénites caséeuses et une 
dizaine de fines granulations sur la rate. 

Un meurt le cent trente-quatriéme jour. Aulopsie : adénites 
caséeuses ; 6 granulations assez grosses sur la rate ; quelques foyers 
hépatiques et nombreux tubercules pulmonaires. 

Un est sacrifié le cent cinquante-cinqui¢éme jour. Aulopsie : adénites 
caséeuses ; 3 nodules du volume d’une petite lentille sur la rate ; 
1 tubercule pulmonaire. 

Deux cobayes sont sacrifiés le cent soixante et uniéme jour. 
Autopsie : adénites caséeuses ; sur l’un, un gros foyer splénique 
eccupant la moitié de lorgane ; quelques foyers hépatiques assez 
étendus et une vingtaine de tubercules pulmonaires. Sur ]’autre, une 
douzaine de petits tubercules sur la rate ; foie criblé et une douzaine 
de tubercules pulmonaires. 

Le dernier cobaye, sacrifié également le cent soixante et uniéme jour, 
ne présentait que des adénites régionales caséeuses. Il avait résisté 
quarante-huit heures auparavant 4 une injection sous-cutanée de 
1 cent. cube de tuberculine brute. 

Chez les cobayes témoins, les premiéres lésions viscérales ont apparu 
vers le quarante-cinquiéme jour ; elles se sont ensuite étendues et 
multipliées graduellement. Le dernier est mort le cent cinquanti¢me 
jour avec des lésions généralisées massives. 


Nous avons tenu 4 rapporter en détail les lésions des cobayes 
vaccinés, si fastidieuse qu’en paraisse ]’énumération, afin de 
mieux les opposer a celles des témoins et de montrer dans 
quelle large mesure elles sont susceptibles de varier d’un sujet 
& l’autre, quelles que soient les précautions prises pour opérer 
dans des conditions aussi identiques que possible, lors de 
Vimmunisation et lors de l’épreuve. 


* 
*k & 


Aucune des souches que nous venons d’étudier n’a échappé 
\ Vaction atténuante de la bile de boouf. Mais cette action, 


c 


26 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


que Calmette et Guérin ont découverte et mise a profit pour 
Ja préparation du BCG, ne s’est exercée dans nos essais 
qu’avec lenteur. 

La dégradation des propriétés pathogénes de nos bacilles 
tuberculeux s’est, en elfet, poursuivie graduellement ; elle 
s’est traduite, presque sans a-coups, d’abord par l’augmen- 
tation continue de la dose minima mortelle au fur et 4 mesure 
des passages, puis, pour une méme dose massive, par le ralen- 
tisement de l’infection produite et le caractére de plus en plus 
circonscrit des lésions viscérales, leur tendance a la guérison 
et, finalement, par le blocage de plus en plus strict des bacilles 
inoculés, dans le tissu conjonctif et les ganglions régionaux. 
Pourtant, ces bacilles conservaient une aptitude assez pro- 
noncée & produire des lésions locales : abcés froid sous la 
peau, nodules épiploiques dans la cavité péritonéale. 

Comme F. Van Deinse (141) l’a constaté d’autre part, cette 
atténuation des bacilles biliés se manifeste davantage et plus 
tot chez le cobaye que chez le lapin, bien qu'il faille tenir 
compte de ce que les modes d’inoculation adoptés pour ces 
deux espéces animales sont différents : la voie veineuse 
choisie pour le lapin étant beaucoup plus sévére que la voie 
sous-cutanée employée pour le cobaye. 

Saul lorsqu’il s’agissait d’inoculations massives dont nous 
examinerons plus loin les effets, les lésions observées chez le 
lapin, jusqu’a l’extinction pratiquement totale de la virulence, 
étaient du type nodulaire et siégeaient sur les organes hahi- 
tuellement envahis par les bacilles normaux : rate, reins, 
poumons. A dose égale, leur nombre et leur étendue dimi- 
nuaient & chaque titrage, mais si lentement pour la souche 
Vallée, premiére série, par exemple, qu’il a fallu prés de 
quinze années de culture ininterrompue pour abolir ses pro- 
priétés tuberculigénes. 

Si l'on compare entre eux les résultats des trois séries de 
la souche Vallée et des deux séries de la souche Ratti, il semble 
qu'on soit autorisé & conclure que l’atténuation des bacilles 
tuberculeux par la bile se poursuit d’autant plus vite que leur 
activité pathogéne au départ est moins forte. Toutefois, 


(11) F. Van Dernsr. Ces Annales, 1941, 66, 191. 
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d’autres exemples nous ont montré que, pour des souches de 
virulence égale, la durée de l’atténuation peut varier consi- 
dérablement, certains bacilles ayant tendance A. s’affaiblir 
aprés un petit nombre de passages, tandis que d’autres font 
preuve pendant plusieurs années d’une grande stabilité. Des 
constatations de méme ordre ont d’ailleurs été faites sur des 
souches entretenues dans les milieux habituels et sur des 
souches directement issues de lésions lupiques qui sont tantdét 
trés pathogénes, bien que provenant de lésions trés anciennes, 
et tantot presque aussi dégradées que le BCG, bien que pro- 
venant de lésions relativement récentes [A. S. Griffith (12), 
B. Lange (43)]. 

La nature des facteurs qui interviennent dans ce phéno- 
méne de l’atténuation reste obscure, en dépit des observations 
de K. A. Jensen (14) et de J. Frimodt-Méller (15) sur la disso- 
ciation de souches bovines virulentes en cultures douées de 
propriétés pathogénes trés différentes, mais plus ou moins 
labiles. Se fondant sur le fait qu’une culture apparemment 
normale peut, en se dissociant, donner naissance d’une part, 
* des colonies trés virulentes et, d’autre part, & des colonies 
trés peu pathogénes, Frimodt-Méller suppose que, dans les 
subcultures qui ont abouti au BCG actuel, une fraction eugo- 
nique et atténuée, issue de la souche d’origine, est devenue 
de plus en plus dominante, de sorte que, & un moment donné, 
les éléments virulents dysgoniques auxquels elle était associée 
ont été éliminés. Sous cet aspect, le BCG ne serait qu’une 
variante eugonique d’une souche originellement typique. 

Sans contester lintérét de cette hypothése, nous inclinons 
a penser que, ni la nature, dans les cultures dites normales, 
ni les tissus comme la peau, ni la bile, dans le cas qui nous 
occupe, ne procédent a la dégradation du bacille tuberculeux 
avec une telle simplicité. 

Tout d’abord, nous devons rappeler que les souches 
humaines et bovines mises en expérience par nous, de méme 


(12) A. S. Grirrita. J. State Medic., 1922, 30, 139. 

(13) B. Lancer. Zeits. f. Hyg., 1937, 119, 166. 

(14) K. A. Jnnsen. Acta Tuberc. Scand., 1941, 45, 1. 

(15) J. Frimopr-Motter. Dissociation of tubercle bacilli, Thése, Copen- 
hague, 1939. 


28 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


que la souche « lait Nocard » de Calmette et Guérin étaient, 
au départ, parfaitement eugoniques : toutes se développaient 
avec la plus grande facilité sur les milieux habituels. Ensuite, 
d moins d’admettre l’existence d’un grand nombre de variantes 
dactivité différente, qui s’évanouiraient successivement dans 
lordre décroissant de leur virulence au cours des passages, 
rien n’indique jusqu’ici que l’affaiblissement des cultures soit 
lié & l’élimination continue des éléments pathogénes. 

Des inoculations en série, faites & partir de foyers caséeux 
produits par des bacilles ayant subi 104 et 176 passages sur 
pomme de terre & la bile, ont, au contraire, démontré que 
ces germes n’étaient pas plus tuberculigénes que les cultures 
correspondantes. Nous convenons cependant que la preuve 
doit étre donnée — et des expériences sont en cours sur ce 
point — que les lésions, parfors assez importantes, engen- 
drées par les cultures biliées en voie d’aflaiblissement, ne 
contiennent plus de bacilles pleinement virulents associés 
en plus ou moins grand nombre a des bacilles atténués. 

Pour que les cultures biliées continuent de s’atfaiblir, et cela 
sur un rythme qui ne parait guére s’accélérer avec le temps, 
au moins pour les souches que nous avons utilisées, il faut 
prolonger l’action de la bile sur les générations successives, 
pendant des ‘mois et des années. Finalement, lorsque les 
bacilles des mammuiféres ont attemt le terme de leur dégra- 
dation, les modifications biochimiques et fonctionnelles qu’ils 
ont subies sont si profondes, qu’ils se comportent alors 
comme des bacilles indifférents dune autre espéce : comme le 
bacille aviaire pour le boout et le chien, par exemple, ou le 
hacille de Johne a l’égard du cobaye et du lapin, que leur inca- 
pacité d’adapter leur métabolisme au milieu tissulaire de ces 
hdtes rend totalement inaptes & y mener la vie parasitaire. 
Néanmoins, les bacilles biliés restent aussi 6loignés du sapro- 
phytisme des bacilles paratuberculeux que la souche patho- 
gene d’origine, comme le démontrent les caractéres de leur 
végétation in vilro, ainsi que leurs propriétés sensibilisantes 
et vaccinantes. 

Méme quand ils sont parvenus au terme de leur atténuation, 
les bacilles biliés conservent encore une certaine nocivité, en 
ce sens que, localement, ils peuvent provoquer la formation 
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d'un abcés froid et que, inoculés par voie veineuse au lapin, 
ils produisent soit une infection du type Yersin, d’aprés 
A. Calmette et C. Guérin (16) confirmés par Van Deinse (17), 
soit, comme nous l’avons signalé avec A. Calmette et L. 
Négre (48) et comme l’a confirmé et précisé A. S. Griffith (19), 
une inflammation particulitre des poumons qui entraine la 
mort dans le courant de la deuxiéme, de la troisiéme ou de la 
quatriéme sémaine aprés linoculation. Ces lésions pulmo- 
naires consistent en une hypertrophie plus ou moins accentuée 
et une densification plus ou moins étendue de l’organe qui 
prend un aspect terne et comme vitreux, dans une teinte grise 
ou gris rosé. Elles sont identiques 4 celles que S. L. Cummins 
et G. Weatherall (20) ont signalées chez des lapins morts peu 
de temps aprés linoculation d’une dose assez forte de bacilles 
humains ; a4 celles que l’un de nous a observées avec 
W. Schaefer (21) sur des lapins rendus allergiques et sur- 
infectés par une inoculation intraveineuse de bacilles aviaires; 
enfin 4 celles que R. Laporte (22) a obtenues en inoculant a 
des lapins, par voile veineuse, soit une seule grosse dose 
(50 a 100 miligrammes), soit plusieurs doses de 10 miulli- 
erammes de bacilles paratuberculeux P, & raison de deux par 
semaine. En dehors de formations tuberculeuses plus ou 
moins nombreuses, Cummins et Weatherall notent, dans leur 
description histologique de ces lésions pulmonaires, la pré- 
sence d’un abondant exsudat cellulaire (monocytes) dans les 
alvéoles dont les parois sont épaissies et cedémateuses ; la 
mort des animaux serait due a ces graves altérations du paren- 
chyme pulmonaire et 4 l’obstacle qu’elles apportent a la res- 
piration. De méme, Laporte a constaté que chez les lapins 
tués par une inoculation intraveineuse d’une dose massive de 
bacilles paratuberculeux P, la majorité des alvéoles pulmo- 
naires sont oblitérés par un exsudat fibrino-leucocytaire ot 


16) A. Catmerre et C. Gurin. C. R. Acad. Sc., 1908, 147, 1456 ; 
1909, 149, 716. 

17) F. Van Detnss. Ces Annales, 1941, 66, 191. 

18) A. Catmetrr, A. Boguer et L. Nicre. Ces Annales, 1924, 35, 561. 
19) A. S. Grirrira. Lancet, 1932, 41, 303. 

20) S. L. Cummins et C. Weatneraty. Tubercle, mai 1932, 337. 

21) A. Boguer et W. Scuarrer. C. R. Soc. Biol., 1938, 127, 477. 

92) R. Laporte. Ces Annales, 1941, 66, 284. 
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les histiocytes et les lymphocytes dominent ; ces altérations 
s’accompagnent d’endo-vascularite oblitérante portant sur les 
vaisseaux de moyen et de petit calibre. 

A. S. Griffith attribuait le développement de ces lésions 
pulmonaires & l’action irritative et toxique résiduelle du BCG. 
Mais, tenant compte de la durée parfois assez longue de la 
période d’incubation qui précéde l’inflammation pulmonaire 
produite par les bacilles humains, Cummins et Weatherall 
considérent celle-ci comme une réaction exsudative du type 
allergique. C’est également l’opinion que nous avions adoptée 
avec Schaefer pour expliquer la pneumonie des lapins aller- 
giques éprouvés par une inoculation intraveineuse de bacilles 
aviaires. De son cété, R. Laporte, remarquant que les effets 
secondaires de la toxicité des bacilles paratuberculeux n’appa- 
raissent que lorsque l'état allergique a eu le temps de 
s'installer, estime qu’ils dépendent, en partie au moins, de 
Vhypersensibilité acquise du fait de la présence de bacilles 


dans les tissus. z 


*k 


La virulence des bacilles tuberculeux peut étre définie comme 
la résultante d’un accord de plus en plus strict, d’un ajuste- 
ment de plus en plus étroit, de leur appareil diastasique au 
milieu tissulaire dans lequel ils parviennent & se fixer en pro- 
duisant, par la diffusion de substances toxiques, des réactions 
cellulaires et dégénératives caractéristiques. Elle exprime donc 
bien l’aptitude des microbes & se multiplier dans les orga- 
nismes vivants, leur végétabilité 2n vivo selon la formule de 
Maurice Nicolle. 

Et c’est vraiment un fait d’une importance exceptionnelle 
que l’artifice de culture employé par Calmette et Guérin, ou 
une lente végétation dans l’épaisseur du tégument (lésions 
lupiques) ou, encore, une culture prolongée, normale en appa- 
rence, dans les milieux considérés comme les plus favorables, 
puisse altérer ou détruire pareillement cette harmonie végé- 
tative des éléments bacillaires, affaiblir, troubler, dévier ou 
bloquer le jeu de leurs enzymes et de leurs catalyseurs si 
parfaitement adapté & la vie parasitaire, et créer un équilibre 
physiologique nouveau en provoquant une sorte de mutilation 
irrémédiable. 


L’ANTIGENE HETEROGENETIQUE 
(ANTIGENE DE FORSSMAN) DU CCEUR DE CHEVAL 


par Ernest RENAUX et Jacoors THOMAS. 


Les indications relatives & la composition chimique de l’an- 
tigéne de Forssman sont singuliérement discordantes, voire 
contradictoires. Lorsqu’on confronte les résultats publiés, on 
est frappé tout d’abord du fait que les techniques de prépa- 
ration des substances actives sont trés variables et l’on peut 
se demander si cette diversité n’est pas une des causes de 
différences souvent fondamentales. Mais peut-étre convient-il 
de rappeler tout d’abord que le caractére Forssman_positif 
doit étre accordé a toute substance ou tissu qui, injecté au 
lapin, provoque la formation d’une hémolysine active sur les 
globules rouges de mouton et, corrélativement, adsorbe |’hé- 
molysine lapin-antimouton, gue celle-ci ait été obtenue par 
immunisation du lapin contre les hématies de mouton ou 
par injection de pulpe d’organes. 

On sait que certains lipoides extraits des tissus Forssman 
positifs sont floculés de leurs émulsions par le sérum hémo- 
lytique lapin-antimouton [4] et que le mélange d’antigéne de 
Forssman et de sérum de lapin-antimouton fixe énergique- 
ment Valexine, phénoméne qui n’est d’ailleurs que la confir- 
mation du phénoméne préalable de floculation. Dans une note 
publiée en 1939 [2], un de nous a précisé les techniques 
auxquelles nous avons recours pour |’extraction des lipoides. 
Notre but, dans le présent travail, a été de rechercher si le 
caractére Forssman positif (F+) se retrouve constamment 
dans les lipoides ainsi obtenus et, chemin faisant, de voir si 
ce méme caractére persiste ou non dans les produits éliminés 
au cours des purifications successives. En outre, nous avons 
cherché & apporter notre contribution & la connaissance de 
la composition chimique de cet antigéne. 

La plupart des auteurs qui se sont attachés 4 élucider ce 


32 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


probléme ont conclu a la présence dans cet antigéne de sub- 
stances lipoidiques et souvent aussi d’hydrates de carbone. 
Des 1921, K. Meyer [3] estimait que la substance active appar- 
tient au groupe des phosphatides non saturés (lécithine, cépha- 
line), tandis que Sordelli et Wernicke [4] la considéraient 
comme un cérébroside. Toutefois, quelques années plus tard 
(1925), Sordelli, Wernicke et Deulafeu [5], revenant sur leurs 
premieres conclusions, déclaraient que si l’on a soin de 
purifier par la pyridine et lacétone diluée, on constate que 
les fractions cérébrosides (phrénosine et cérasine) sont les 
moins actives. La méme année, Landsteiner et Levene [6] 
montrent que, contrairement aux extraits actifs, la phrénosine 
et la cérasine pures pas plus que la sphingomyéline pure ne 
réagissent avec les anticorps Forssman. Ils constatent en outre 
que des fractions dont la composition chimique varie pour ce 
qui concerne N, P et S ont cependant une activité a peu prés 
identique. Les mémes auteurs ont vu que si on fractionne au 
moyen de solvants neutres, lactivité des diverses fractions 
est trés variable, mais il y a une perte considérable sur l’en- 
semble et ils expliquent ce phénoméne en admettant que des 
substances non spécifiques interviennent vraisemblablement 
pour accentuer le caractére d’évidence de la réaction. C’est 
ainsi que, s’ils ajoutent a leur extrait de la sphingomyéline 
de cerveau de boeuf inactive par elle-méme, ils renforcent 
considérablement l’activité de lVextrait. Retenons aussi que 
les fractions actives donnent un biuret négatif mais libérent 
A hydrolyse acide une substance réductrice formant une osa- 
zone dextrogyre. 

Comparant les extraits de rein de cheval et de rein de beeuf, 
Landsteiner et Levene [7 et 8] préparent des fractions, les unes 
solubles, les autres insolubles dans l’eau ; de l'une des frac- 
tions solubles de rein de cheval, ils extraient une substance 
dextrogyre avec une phénylosazone cristalline. Dans le maté- 
riel insoluble, ils mettent en évidence, aprés clivage, des 
acides gras et une base ressemblant 4 la sphingosine. Le trai- 
tement du rein de boeuf ne donne rien de semblable. Enfin, 
utilisant toujours les extraits de rein de cheval mais traités 
suivant une technique différente, ces auteurs [9] obtiennent 
un matériel insoluble dans l’alcool, le chloroforme et léther, 
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donnant une solution visqueuse dans l'eau chaude et ne conte- 
nant ni S$ ni P. Ce matériel peut étre divisé en deux fractions 
actives toutes deux, c’est-a-dire fixant l’hémolysine si elles 
sont additionnées de sphingomyéline et provoquant la forma- 
tion d’hémolysine si elles sont inoculées au lapin en mélange 
avec du sérum de porc. Ces fractions réduisent la liqueur de 
Fehling 4 un titre correspondant & 28 milligrammes de glu- 
cose ; aussi, les deux savants américains sont portés & croire 
qu’elles pourraient contenir des groupes spécifiques analogues 
& ceux des hapténes bactériens étudiés par Avery et Heidel- 
berger. 

Revenant sur cette question avec Levine, en 1932 [40], 
Landsteiner analyse lantigéne Forssman du B. paraty- 
phosus B et du B. dysenteriae Shiga et conclut, en accord 
avec K. Meyer [414], que la thermostabilité de ces antigénes 
suggére Vidée qu’ils pourraient étre de nature glucidique. 
Rappelons aussi que Marrack [47], s’appuyant notamment sur 
les expériences de Meyer et de Morgan, pense que l’opinion 
actuelle en ce qui concerne les parties actives de l’antigéne 
de Forssman est qu’il s’agit de polysaccharides. Enfin, dans 
son livre « The specificity of serological reactions » (Ch. Tho- 
mas, 1936), Landsteiner, étudiant le rdle des hydrates de 
carbone dans la spécificité des hapténes d’origine animale, 
estime que les hydrates de carbone sont liés aux substances 
grasses et que l’on peut écarter Vidée d’un mélange étant 
donné la solubilité dans l’alcool des substances extraites et 
la difficulté que l’on éprouve a les séparer. 

On concoit que le peu de constance des résultats nous ait 
incités tout d’abord 4 mettre au point une technique qui nous 
partt susceptible de fournir des extraits toujours identiques 
& eux-mémes et des substances actives débarrassées dans la 
mesure du possible de tout produit agissant simplement 
comme ballast. Brunius [12] insiste sur le fait que, au cours 
des purifications successives en suivant la méthode de Land- 
steiner et Levene, on voit la substance active perdre graduel- 
lement sa solubilité dans l’alcool, l’éther et le chloroforme 
alors que s’accentue inversement sa solubilité dans l’eau. Ce 
sont, d’aprés lui, les substances d’accompagnement et notam- 
ment les polysaccharides qui conditionnent les propriétés de 
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solubilité de Vantiggne de Forssman. C’est ce qui l’améne a 
purifier ses extraits (qui sont de simples extraits alcooliques) 
par adsorption puis élution. Cependant, il n’a pu utiliser a 
cet effet la méthode au kaolin de Weil et Berendes [43] qui 
s’est montrée infidéle. Il préfére l’adsorption sur hydroxyde 
d’aluminium ou de fer, ou sur charbon animal, suivie d’élu- 
tion dans l’eau physiologique. 

Divers auteurs, Somoza [44] notamment, utilisent systéma- 
tiquement la sphingomyéline comme lont recommandé 
Landsteiner et Levene (loc. cit.) en vue d’augmenter la capa- 
cité d’adsorption de l’antigéne pour I’hémolysine. Cette pra- 
tique accentue incontestablement la sensibilité de la réaction 
mais peut-étre au détriment de son caractére de spécificité. 
Nous avons préléré une technique moins sensible mais ot 
nous n’avions pas a craindre Vinterférence d’un facteur 
étranger. La technique de Fischer et Gunsberger [45] ne nous 
a pas été favorable et nous nous sommes attachés a adapter 
et A perfectionner la technique de Bordet et Renaux [16] pour 
Vextraction des lipoides des stromas globulaires, tout en nous 
souvenant des difficultés sur lesquelles Marrack [47] insiste a 
juste titre : les lipines (c’est-a-dire les substances extraites 
par l’alcool et l’éther telles que les stérols, y compris celles 
qui, & hydrolyse, lbérent des acides gras) sont presque 
toujours des mélanges ; il est fort difficile de les obtenir a 
Pétat pur, pour preuve les lécithines purifiées utilisées par 
Levene, Landsteiner et Van der Scheer et chez lesquelles le 
rapport - varie dans une proportion allant jusqu’é 20 p. 100 
de la valeur théorique. 

ave 
* 

Nos premitres études avaient été entreprises en vue de 
rechercher si certains radicaux glucidiques ne se retrouvent 
pas avec plus de constance dans les extraits d’organes F+ 
que dans ceux d’organes F— (Forssman négatifs) et nous 
avions opéré pour la préparation de nos extraits en suivant 
la technique de Bordet et Renaux (loc. cit.) modifiée en vue 
de Papplication aux extraits d’organes. Nous en rappelons 
ici les grandes lignes. 
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1 kilogramme d’organe débarrassé de la graisse et du tissu fibreux 
est finement haché et mis en présence de 2 litres d’acétone. On agite 
énergiquement de fagon a empécher l’agglomération du hachis puis 
on laisse en contact vingt-quatre heures A la température de la chambre 
en agitant de temps en temps. On filtre sur papier, on laisse égoutter 
soigneusement et on remet le hachis au contact de 2 litres d’acétone 
pendant quarante-huit heures, aprés quoi on filtre sur papier et on 
fait un troisiéme épuisement avec le méme solvant. Généralement, 
apres quarante-huit heures de contact, l’acétone est A peine colorée. 
S‘il en est autrement, il convient de procéder A une extraction acéto- 
nique supplémentaire. Celle-ci terminée, on recueille sur filtre le 
hachis épuisé de ses lipoides acétono-solubles, on J’égoutte et on le 
desséche. Puis on le met pendant cing jours 4 la température de la 
chambre au contact de 2 litres d’alcool & 95°. On obtient ainsi 1]’extrait 
brut. 


Cet extrait possede les deux propriétés caractéristiques de 
Vantigéne F : injecté au lapin en utilisant les artifices dont 
nous parlerons plus loin 4 propos des extraits purifiés, il pro- 
voque la formation de l’hémolysine antimouton; d’autre part, 
il adsorbe l’hémolysine obtenue par injection au lapin de 
globules rouges de mouton. Signalons que |’épuisement a 
Vacétone n’enléve pas a la pulpe d’organe sa propriété de 
fixer ’hémolysine antimouton. Mais il en va tout autrement 
aprés l’extraction alcoolique. En effet, si on préléve des 
échantillons de la pulpe apres chacune des extractions acéto- 
niques et aprés l’extraction alcoolique, et, si aprés dessicca- 
tion et pulvérisation on met 50 centigrammes de poudre dans 
5 cent. cubes d’eau physiologique et qu'on y ajoute Oc. c. 1 
de sérum hémolytique, on constate que les échantillons de 
pulpe épuisée seulement a l’acétone fixent parfaitement |’hé- 
molysine alors que la pulpe épuisée 4 l’alcool ne la fixe plus. 
Il semble donc bien que l’antigéne F passe en totalité dans 
Valcool. 

La recherche des protéines dans l’extrait brut est constam- 
ment négative mais, a cdté des lipides qui en constituent la 
partie essentielle, on trouve fréquemment des radicaux glu- 
cidiques divers. On les libére par I’hydrolyse acide ; on 
s’elforce de les caractériser par les osazones et, lorsque la 
quantité de glucides est sulfisante, par les méthodes chimiques 
ordinaires. Les résultats obtenus sont fort disparates : alors 
que dans le foie on trouve réguliérement du glucose, dans le 
rein, il arrive que l’extrait ne contienne pas de sucres (porc, 
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cheval). Parfois aussi, dans des extraits de ce méme organe 
on trouve aprés hydrolyse des monosaccharides dont les osa- 
zones rappellent la forme cristalline des pentosazones (boeuf, 
chien) ou parfois un monosaccharide dont l’osazone présente 
une forme cristalline voisine de celle du maltosazone (lapin, 
mouton, cobaye, chien). La détermination exacte et notam- 
ment le point de fusion n’ont pu étre établis jusqu’é présent 
en raison de la faible quantité de produit dont nous dispo- 
sions. Dans le ccour, on obtient réguliérement du glucose et 
du lévulose, souvent en mélange, et parfois aussi le sucre déja 
signalé dont l’osazone est analogue au maltosazone au point 
de vue cristallin. 

Nous n’avons pas cru devoir, pour le moment, poursuivre 
la détermination précise de ces sucres car il nous est vite 
apparu que leur présence dépendait uniquement de lorgane 
étudié et non de l’espéce animale dont ils provenaient. Cepen- 
dant, il n’a pu étre établi aucune régle constante pour les 
organes autres que le foie et le coeur, tout au moins dans le 
cadre limité des recherches que nous avons faites 4 ce sujet. 
Dés lors, nous nous sommes attachés a résoudre le double 
probléme suivant 

4° Pour un extrait d’organe déterminé, la présence d’un 
sucre exerce-t-elle une action sur le caractére F+ de cet 
extrait ? 

2° Peut-on considérer les lipides comme les seuls consti- 
tuants de lantigéne de Forssman > 

Une question préalable se pose : Vantigéne de Forssman 
est-il constitué par une seule substance, toujours la méme 
quelle que soit son origine, ou bien devons-nous admettre que 
cette étiquette couvre en réalité des substances assez diffé 
rentes ) Nous avons vu au début de cet exposé les divergences 
d’opinion quant & sa composition chimique. L’autorité méme 
des expérimentateurs ne nous permet guére de mettre en 
doute leurs conclusions : nous sommes done enclins & admettre 
qu il peut exister des antigénes de Forssman pour lesquels 
une combinaison lipoides-hydrates de carbone du type céré- 
broside, par exemple, semble nécessaire ; d’autres, et spécia- 
lement les antigénes d’origine microbienne ot c’est l’hydrate 
de carbone qui joue le réle prépondérant, sinon le réle unique; 
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d’autres enfin ot un lipoide ou un ensemble de lipoides doi- 
vent étre mis seuls en cause. De toute facon, il semble bien 
que l’on puisse écarter définitivement lidée d’un réle des 
protéines sauf peut-étre dans la mesure ot la substance active 
ne posséde qu’une fonction hapténe exigeant pour la produc- 
tion d’hémolysine chez l’animal injecté Vintervention d’une 
substance de couplage. Nous reprendrons in fine la discus- 
sion sur ce point. 

Apres des essais multiples sur des extraits variés, nous 
avons décidé de nous en tenir pour la présente étude a l’anti- 
géne F du coeur de cheval, sans préjuger de son identité ou 
de sa non-identité avec l’antigéne F ayant une origine diffé- 
rente. 

A cété de la substance spécifique, il existe en mélange dans 
notre extrait des matiéres qui ne jouent pas un role spéci- 
fique mais qui peuvent étre considérées comme du _ ballast. 
Leur action est surtout manifeste au cours de l’épreuve de 
floculation dont, en général, elles accentuent le caractére 
d’évidence et aussi dans les expériences ayant pour but de 
provoquer la production d’hémolysine par injection au lapin. 
Il semble bien que des composés chimiques variés puissent 
jouer ce rdle de ballast. Mais ils exercent parfois aussi une 
action empéchante : certains extraits de rate de chien flocu- 
lent plus rapidement et d'une facon plus compléte aprés épu- 
ration qu’avant cette opération. Nous verrons briévement plus 
loin sil convient d’attribuer & ces substances un role effectit 
& cété des substances actives spécifiquement. 

Le réle de ballast de certains lipoides peut étre mis facile- 
ment en évidence : en effet, des lipoides dépourvus du carac- 
tére F+ sont susceptibles d’accentuer ou d’accélérer la réac- 
tion de floculation par le sérum hémolytique agissant sur 
V’émulsion de lipoides F+. Il en est ainsi pour l’extrait de 
rate de veau (F—) qui, mélangé en proportions variables a 
Vextrait épuré de rate de cheval (F+), en exagére la flocu- 
labilité. La proportion optimale est voisine de 50 p. 100, mais 
le mélange de trois parties d’extrait de rate de cheval et de 
sept parties d’extrait de rate de veau flocule encore plus rapi- 
dement que l’extrait de rate de cheval pur. Le phénoméne 
amorcé par la substance spécifiquement sensible est done 
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amplifié par une substance de composition chimique assez 
voisine mais inerte par elle-méme. 


* 
* x 


Pour isoler la substance active, nous avons essayé diverses 
techniques basées sur des évaporations ou des précipitations 
suivies de redissolutions dans des solvants divers. En présence 
de résultats trés variables tant en ce qui concerne la conser- 
vation du caractére F+ que pour la présence de glucides dans 
le produit épuré, nous avons, aprés de multiples tentatives, 
arrété une technique d’épuration qui nous a donné des résul- 
tats fort constants [2]. 


500 cent. cubes d’extrait alcoolique brut de cceur de cheval sont 
évaporés dans le vide a 45-50°. Apres élimination de l’alcool, le résidu 
est repris par 210 cent. cubes d’eau distillée préalablement portée 
a’ 50°, agité avec des perles de verre de facon 4 obtenir une émulsion 
aussi homogéne que possible et maintenu au bain-marie a 50° pendant 
lrente & soixante minutes. On ajoute 14 cent. cubes d’une solution de 
chlorure sodique 4 15 p. 100 de facon que la concentration du mélange 
en NaCl soit comprise entre 0,95 et 1 p. 100. Le tout est porté dans 
un verre a pied d’une contenance de 2 litres puis, brutalement, on 
verse sur l’émulsion 450 cent. cubes d’acétone pure. Si l’opération est 
bien conduite, on voit se former instantanément une sorte de mousse 
ou de créme qui se collecte a la surface du liquide oti l’on peut com- 
modément la récolter au moyen d’une spatule, ]’égoutter et la porter 
soit dans une quantité d’alcool a 95° égale au volume de départ, soit 
dans une quantilé plus faible pour obtenir une solution plus concentrée. 

L’opération peut ¢tre effectuée deux ou trois fois. La perte d’antigéne 
Forssman apres trois épurations successives peut étre estimée a 10 p. 100 
environ dans les cas les plus favorables et 4 30 p. 100 si la récolte de 
la créme a été quelque peu défectueuse. 


C’est sur Ja solution alcoolique du produit épuré trois fois 
qu’ont été effectuées nos recherches principales ; mais disons 
dabord quelques mots du liquide recueilli aprés la premiadre 
precipitation & Vacétone, liquide qui contient donc les pro- 
duits éliminés par la purification. Pour la commodité de 
Vexposé, nous Vappellerons liqueur acétonique salée ou 
L.A.S. Nos études sur cette L.A.S. ont porté essentielle- 
ment sur la présence de radicaux glucidiques et sur l’existence 
du caractére F+ car il importait avant tout de savoir si lépu- 
ration enlevait de la matiére active. 
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La recherche des glucides s’est toujours montrée positive 
lorsque ceux-ci existent dans l’extrait brut (rein et rate de 
chien, coeur de cheval) ; corrélativement, les sucres disparais- 
sent des extraits épurés. Dans la L. A.S. provenant de l’extrait 
de coeur de cheval, on met le glucose en évidence avant toute 
hydrolyse. Aprés hydrolyse acide, on y trouve fréquemment 
un mélange de glucose et de lévulose. C’est donc un point 
acquis : notre technique d’épuration entraine les radicaux 
glucidiques de l’extrait brut, qu’il s’agisse de glucides libres 
ou de glucides libérabies seulement par hydrolyse. 

La L. A. 8. posséde-t-elle le caractére F+° Nous nous 
sommes bornés a rechercher |’aptitude de cette liqueur a fixer 
Vhémolysine et son aptitude a floculer sous l’action du sérum 
hémolytique lapin-mouton. Cette derniére recherche a été 
contrélée par un essai de réaction de fixation. Lorsque la 
récolte de la partie précipitée par l’acétone est faite régulie- 
rement, le liquide ne posséde aucune aptitude a floculer par 
le sérum hémolytique. Seules des fautes de technique : récolte 
mal conduite, précipitation insulfisante peuvent amener la 
persistance de propriétés F+ dans la L.A.S. Il convient donc 
d’insister sur la nécessité de collecter la totalité du précipité 
apres action de l’acétone. Une filtration sur papier a ce stade 
débarrasse le liquide de son antigéne de Forssman. 

Ces résultats, comme ceux de l’analyse chimique (recherche 
des glucides), ne sont valables que pour la L.A.S. obtenue 
lors de la premiére épuration. Au cours de la deuxiéme épu- 
ration, les glucides ne se retrouvent qu’exceptionnellement ; 
ils sont toujours absents de la liqueur provenant de la troi- 
siéme épuration. Nous avons recherché tout d’abord si de tels 
extraits conservent leur caractére F+ et si, par rapport a 
Vextrait brut primitif, ils n’ont pas subi une altération trop 


marquée. 


On verse dans deux petites fioles d’Erlenmeyer respectivement 
5 cent. cubes de l’extrait alcoolique brut et 5 cent. cubes de l’extrait 
alcoolique purifié. On évapore les deux échantillons dans le vide a 
50-52° au bain-marie. On reprend par 5 cent. cubes d’eau distillée et 
on agite avec des perles de verre pour faire une émulsion homogéne 
a laquelle on ajoute 0c. c. 5 de solution de NaCl a 15 p. 100. On divice 
chacune des émulsions en deux portions égales qui recoivent l’une 
Cc. c. 05 de sérum hémolytique de lapin-antimouton, l’autre 0 c. c. 05 
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de sérum normal comme témoin. Les extraits brut et purifié floculent 
en méme temps et avec une égale intensité en présence du sérum 
hémolytique, alors qu’ils ne floculent pas en présence du sérum 
normal. Cependant, il n’est pas rare de constater que les flocons de 
lipoides purifiés sont moins volumineux que ceux des lipoides bruls 
(action ballast des impuretés). 

Les extraits additionnés de sérum hémolytique sont centrifugés apres 
lrente minutes et on recherche Je pouvoir hémolytique du liquide 
surnageant sur des globules rouges de mouton additionnés d’alexine. 
On n’observe aucune hémolyse. Toute lhémolysine a donc été 
adsorbée ; toutefois, si la quantité d’hémolysine introduite dans le 
mélange est quelque peu excessive, on pourra observer la lyse des 
hématies aussi bien dans l’épreuve sur lipoides purifiés que dans 
celle sur lipoides bruts. 


Les lipoides purifiés extraits du coeur de cheval ont donc 
gardé leur caractére F + pour ce qui concerne leur aptitude 
a fixer Vhémolysine lapin-antimouton et a floculer sous 
Vaction de cette hémolysine. 

Reste a voir s’ils sont capables, par injection au lapin, de 
provoquer la formation de cette méme hémolysine. On sait 
que les lipoides d’organes sont considérés comme dépourvus 
du caractére antigéne complet et comme exigeant, pour pro- 
voquer la formation d’anticorps, un couplage avec une sub- 
stance antigénique. Ce sont donc des hapténes. Cependant on 
ne peut nier que la fonction hapténe soit liée a des facteurs 
assez divers parmi lesquels l’état physique de la matiére joue 
parfois le réle essentiel. L’un de nous, il y a quelques années, 
en collaboration avec J. Bordet, a constaté par exemple que 
certains bactériophages, injectés au lapin, ne provoquent pas 
la formation d’antibactériophages alors que d’autres font 
apparaitre cet anticorps sans dilficulté. Lorsqu’on étudie ce 
qui se passe dans le premier cas, on constate que, da peine 
injecté sous la peau, ce hactériophage passe dans le sang et 
les urines. Il est extrémement diffusible et l’on peut attribuer 
a cette propriété son incapacité & stimuler dans l’organisme 
du lapin la formation de V’anticorps. Qr, si on V’adsorbe sur 
certaines particules minérales ou autres (pour ce qui nous 
concerne nous Vavons adsorbé sur une émulsion de germes 
sensibles stérilisés 4 60°), on constate que, injecté au lapin, 


iL provoque la formation d’un antibactériophage parfaitement 
neutralisant. 
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Les lapins utilisés pour ces essais ont été sélectionnés et 
nous avons eu soin d’écarter tout animal dont le sérum pos- 
sédait un pouvoir hémolytique appréciable sur les hématies 
de mouton. Dans une premiére série d’expériences, nous 
avons pratiqué les injections de lipoides repris dans |’eau salée 
physiologique. Malgré la répétition des injections qui, dans 
l'ensemble, correspondent 4 l’administration des lipoides de 
125 grammes de pulpe de coeur, il n’y a aucune production 
d’hémolysine. Nous avons eu recours dés lors a d’autres 
méthodes : la premiére est inspirée de l’expérience avec le 
bactériophage. Nous avons recherché si les lipoides floculés 
par le sérum de lapin-antimouton ne seraient pas plus aptes 
4 provoquer la formation d’hémolysine que les mémes lipoides 
simplement émulsionnés en eau salée physiologique a laquelle 
on ajoute du sérum de lapin normal. L’émulsion lipoidique 
est additionnée d’une quantité optimale de sérum hémoly- 
tique puis, lorsque la floculation est bien manifeste, on centri- 
fuge pour se débarrasser de l’excés de sérum et on réémul- 
sionne le sédiment dans un peu d’eau physiologique. On 
injecte ainsi a 2 lapins en une dizaine d’injections les lipoides 
provenant de 500 grammes de pulpe de coeur. 2 lapins témoins 
recoivent la méme quantité de lipoides F+ en eau physio- 
logique avec sérum de lapin normal. Il n’y a pas lieu de cen- 
trifuger ces émulsions puisque les lipoides ne sont pas floculés. 
Les deux premiers animaux donnent une hémolysine active 
dans un cas & la dilution 1/60 et dans l’autre 4 la dilution 1/40; 
le sérum des deux témoins est absolument inactif. L’artifice 
auquel nous avons eu recours n’est pas un couplage, puisque 
le sérum floculant est du sérum de lapin et que d’ailleurs la 
plus grande partie est éliminée par centrifugation. Par ailleurs, 
les témoins recoivent une quantité de sérum de lapin normal 
plus considérable sans provoquer la formation d’hémolysine. 
C’est done bien l'état floculé des lipoides qui modifie leur 
caractére hapténe. 

Des essais de nature un peu dilférente effectués sur des 
solutions de Iécithine-cholestérine avaient permis a Frinkel 
et Tamari [18] d’obtenir sans couplage des anticorps par 
simple augmentation de la grosseur des grains obtenue en 
diminuant la charge électrique. De méme Gonzalez et 
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te 


Armangué [49] avaient obtenu des anticorps actifs sur 
Vantigene hétérogénétique en ladsorbant sur kaolin. Cepen- 
dant, Sachs [20] reprenant ces tentatives n’avait obtenu 
que des résultats négatifs : cet auteur utilisait un extrait de 
rein de cobaye floculé par du sérum de lapin immunisé par 
un mélange d’extrait de rein de cobaye et de sérum de pore. 
I] attire attention sur une cause d’erreur possible, la présence 
dans l’extrait injecté de germes microbiens qui pourraient 
fonctionner comme élément de couplage. Nous pouvons 
assurer que dans les expériences ci-dessus rapportées cette 
cause d’erreur a pu étre facilement évitée. 

Au surplus, nous avons eu recours 4 une autre technique 
partant de Vidée que Vantigéne incorporé & un excipient 
proche de l'état solide serait moins vite éliminé et pourrait 
solliciter la réaction défensive de l’organisme, nous avons 
incorporé les lipoides correspondant a 250 ou 300 grammes 
de coeur de cheval & 10 cent. cubes d’un mélange vaseline- 
paraffine liquide fusible & 39° et nous avons injecté la mixture 
encore liquide sous la peau de 2 lapins (5 cent. cubes a4 chaque 
animal d’expérience). Les témoins recoivent simplement 
Vexcipient. Cette inoculation laisse sous la peau un nodule 
quelque peu malléable, sans réaction inflammatoire. Bien 
entendu, les animaux ont été choisis parmi ceux dont le 
sérum est inactil sur les hématies de mouton. Les lapins sont 
saignés aprés un mois. Le sérum des deux premiers hémolyse 
les globules de mouton a des dilutions voisines de 1/25 tandis 
que celui des témoins est complétement inactil. 

Le caractére antigéne des extraits purifiés est done nette- 
ment conservé. Ajoutons que le pouvoir floculant de nos 
sérums est relativement faible : seul, celui dont lactivité 
s’exerce jusqu’é la dilution 1/60 donne une floculation mani- 
leste sur tous les extraits de lipoides provenant d’organes F+. 


* 


Seo 


Ayant établi la conservation du caractére F+ dans nos 
lipoides purifiés, nous avons tenté de donner un apercu de 
la composition chimique du produit mis en expérience. Notre 
premier soin avait été de chercher A préciser si des radicaux 
clucidiques et des protéines existaient dans nos extraits 
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épurés. Nous avons vu plus haut que notre méthode d’épura- 
tion fait passer les glucides libres ou combinés dans la L.A.S. 
sans que le caractére F+ de nos extraits en soit affecté et sans 
que la L.A.S. elle-méme acquiére ce caractére. La question 
est donc résolue négativement pour ce qui concerne les 
lipoides extraits du cceur de cheval. Nous avons obtenu des 
résultats semblables pour d’autres extraits d’organes F+ 
rein et rate de chien, rein et rate de cheval. De méme, nous 
avons déji indiqué, la recherche des protéines dans nos 
extraits est toujours négative ainsi que celle des acides aminés. 
Par ailleurs, une premicre étude de l’extrait brut de coeur 
de cheval avait montré l’absence de cholestérol libre (méthode 
de Bloor) et de cholestérol combiné (saponification par l’éthy- 
late de sodium). 

Les caractéres de solubilité de notre extrait lipoidique brut, 
insoluble dans l’acétone, soluble dans l’alcool a 95° et surtout 
a 85°, constituent une présomption qu’il s’agit de phospha- 
tides. Cette présomption a été confirmée par la caractérisa- 
tion : 1° d’acides gras.; 2° d’acide phosphorique ; 3° de cho- 
line. Cette derniére substance a été mise en évidence par la 
formation de cristaux de periodure de choline (cristaux de 
Florence) et par la formation de triméthylamine. D’autre 
part, la présence de sphingosine n’a pas pu étre démontrée. 

Les déterminations quantitatives ont été effectuées pour le 
phosphore total par Ja méthode de Theiss et Bénédict et pour 
Vazote par la méthode de Parnas et Wagner. 

A. Dans un premier extrait (extrait brut non purifié) la 
proportion est de 0 gr. 26 p. 100 de N et de O gr. 578 de P. 
Théoriquement, la quantité de N qui doit correspondre 4 


0,578 de P est de ae soit 0,26 dans le cas d’un 
N Pen 
phosphatide du type lécithine a = iy et c’est précisément 


ce chiffre qui a été obtenu pour notre extrait. Toutefois, 
lorsqu’on calcule la teneur en P et N en pour cent de produit 
sec, on constate que nos valeurs sont beaucoup trop faibles ; 


en effet, le poids moléculaire de la lécithine stéarique étant 773, 
31 x 100 - 
le poids de P calculé en pour cent est de i soit 


e 
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4 grammes alors que le poids trouvé n'est que 0,578. Pour 
Lazote, la valeur calculée est ae soit 1,8 alors que la 
valeur trouvée est 0,26. Ces résultats nous indiquent que notre 
préparation est trés impure, mais étant donné les résultats 
analytiques qualitatifs indiqués ci-dessus et en raison de la 
concordance exacte dans la proportion de N et de P, on est 
en droit de penser que cette préparation contient des phos- 
phatides mélangés & une proportion encore élevée de sub- 
stances non phosphorées et non azotées. 

B. Nous nous sommes adressés alors a l’extrait de coeur 
de cheval épuré trois fois suivant la technique décrite plus 
haut. Ce produit, ainsi que nous l’avons vu, n’a perdu aucune 
des propriétés F +; on peut présumer, par conséquent, que les 
substances éliminées au cours de l’épuration et qui ne contien- 
nent probablement ni N ni P n’ont aucune relation directe 
avec le phénoméne de Forssman. 

L’analyse de ce nouvel extrait a donné les résultats sui- 
vants 

4° Du point de vue qualitatil, nous retrouvons les mémes 
caractéres analytiques que dans la préparation précédente en 
ce qui concerne la présence d’acides gras, d’acide phospho- 
rique et de choline. 

2° Du point de vue quantitatif, pour 100 grammes de résidu 
sec nous obtenons 3 gr. 98 de P et 2 gr. 73 de N. Remarquons 
que, par rapport a la préparation précédente non purifiée, la 
proportion de N a été environ décuplée, mais la teneur en P 
n'a pas été accrue dans la méme proportion. En effet, pour 
14 x 3,98 


3,98 de P, nous devrions obtenir 31,02 


> sOlt, 1.8 dere 


s'il s’agit d’un phosphatide du type lécithine (p= 1) ,0u bien, 


s'il s’agit d’un diaminomonophosphatide du type sphin- 


a N 
gomyéline (B= 2). la valeur de l’azote devrait étre de 3,6. 


Le chiffre obtenu par nos mesures, 2,73, est exactement la 
valeur moyenne entre les deux valeurs théoriques et pourrait 
correspondre 4 un mélange de phosphatides mono- et diazotés. 

En conclusion, nous rappellerons que les caractéres analy- 
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tiques qualitatifs ainsi que les caractéres de solubilité que 
présente [extrait purifié de coeur de cheval démontrent déja 
la présence de phosphatides. Les données quantitatives 
confirment ces résultats, puisque la teneur en P observée est 
exactement celle d’un phosphatide du type lécithine ( la léci- 
thine stéarique contient 4 p. 100 de P et notre extrait 3,98 
p. 100). Par contre, la teneur en N est plus élevée que celle 
d’un phosphatide monoazoté et cette valeur élevée peut 
s’expliquer, étant donné les autres caractéres analytiques, 
par un mélange de phosphatides mono- et diazotés. En effet, 
toute autre substance azotée non phosphorée ferait tomber le 
pourcentage de P qui ne correspondrait plus 4 celui d’un phos- 
phatide et, d’autre part, ferait apparaitre d’autres caractéres 
chimiques. 

A titre de comparaison, nous donnerons ci-aprés les pour- 
centages d’N et de P qui résultent du mélange équimolécu- 
laire de lécithine stéarique et de sphingomyéline stéarique 
(la substitution d’autres acides gras a l’acide stéarique ne 
modifierait que peu les valeurs indiquées). 


Poids moléculaire de la lécithine stéarique. ... . Hie 
P. M. de la sphingomyéline sltéarique........ 794. 
eee 5 62 « 100 
Teneur en P du mélange équimoléculaire, en p. 100 . T6739. 
é : A 42 & 100 
Teneuren N du mélange équimoléculaire, en p. 100 . Sivan oe 2,68. 


Pour l’extrait de coeur de cheval, ces teneurs sont respecti- 
vement 3,98 et 2,73. L’ensemble des déterminations qui pré- 
cédent peut se résumer comme suit 

Des épurations successives ont permis de séparer a partir 
d’un milieu trés complexe obtenu par extraction alcoolique 
du cceur de cheval un petit groupe de substances qui présen- 
tent le plus intensément le caractére F+, en se débarrassant 
d’un grand nombre de substances inactives. L’analyse de ce 
produit de purification a permis de reconnaitre qu'il était 
constitué principalement ‘de phosphatides et d’établir qu’il 
ne contenait ni protéines ni glucides. Cela ne signifie évidem- 
ment pas que les phosphatides d’une maniére générale sont 
porteurs du caractére F+, puisqu’il est bien évident que ces 
substances existent chez les espéces animales F—. Mais on 
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peut en tirer cette observation que, lorsque le caractére F+ 
existe, il peut étre fixé A des molécules du groupe des lipoides 
et notamment aux phosphatides dans les cas que nous avons 
étudiés, Nous avons d’ailleurs recherché quels seraient les 
produits obtenus en appliquant notre technique d’extraction 
et d’épuration A un organe tel que le coeur de veau qui est F— 
et nous avons obtenu un produit dont les caractéristiques sont 
différentes de celles de l’extrait de coeur de cheval, mais qui 
contient cependant une proportion élevée de phosphatides. 
Par l’analyse qualitative, on observe la présence des consti- 
tuants caractéristiques de ces phosphatides : acides gras, gly- 
cérol, acide phosphorique et choline. La teneur en N total 
est de 1 gr. 69 p. 100 et celle en P de 1 gr. 3 p. 100 de produit 
sec. Ces proportions, qui correspondent a un excédent de N 


A Ci ; N 
méme en envisageant le rapport p= 2, permettent de penser, 


surtout quand on considére les résultats de l’analyse quali- 
tative, qu’il s’agit dans ce cas de phosphatides différents, par 
leur constitution, de ceux qui ont été isolés du coeur de 
cheval. En effet, les acides gras semblent bien étre différents 
et la proportion de choline n’est pas du tout comparable. 
Toutefois il ne peut étre question d’envisager une discussion 
de la structure exacte des phosphatides qui constituent Pun 
ou autre extrait. Celle-ci ne pourrait étre établie qu’en par- 
tant de quantités de produits beaucoup plus importantes que 
celles qui ont été mises en ceuvre dans ces premiers essais. 
Knfin, on ne peut écarter a priori Vidée que lactivité biolo- 
gique de ces corps ne tient pas nécessairement & la présence 
de constituants spéciaux mais peut étre liée & larrangement 
particulier de ces constituants. Cette opinion, défendue par 
Pappenheimer et ses collaborateurs [24 et 22] cités par 
Boivin [23] & propos de la toxine et de l’anatoxine diphté- 
riques, pourrait étre envisagée avec vraisemblance pour ce 
qui concerne les phosphatides F+ et F—. 


Discussion. 


Nous avons, au début de ce travail, signalé les divergences 
de résultats des expérimentateurs relativement A la compo- 
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sition de l’antigéne de Forssman : K. Meyer, un phosphatide 
non saturé (lécithine, céphaline) ; Sordelli et collaborateurs, 
un cérébroside (phrénosine, cérasine) auquel, quelques années 
plus tard, ils n’attribuent plus qu’un réle secondaire, opinion 
a laquelle se rallient Landsteiner et Levene. Ces auteurs iso- 
Jent de Vextrait actif une substance réductrice formant une 
osazone dextrogyre, des acides gras et une base voisine de 
la sphingosine. C’est alors vers la notion d’une composition 
glucidique que l'on s’oriente plutot (Landsteiner et Levine, 
K. Meyer, Marrack, Meyer et Morgan, etc.). Rappelons qu’une 
difficulté supplémentaire se présente du fait que, comme 
Vindique Marrack |47), les lipines sont presque toujours en 
mélange et sont difficiles & séparer et & obtenir pures. Cepen- 
dant, Schiff et Adelsberger [24], Forssman {25], Landsteiner 
et Van der Scheer {28], M. Dupont: [27], G. Bruynoghe [28] 
admettent que les antigénes hétérogénétiques ne sont pas 
identiques dans tous les organes et chez toutes les espéces du 
type cobaye. G. Bruynoghe base essentiellement son opinion 
sur l’étude des immunisines naturelles antimouton qui, 
quoique de type hétérogénétique chez le lapin, ne se fixent 
pas indifiéremment sur tous les antigénes hétérogénétiques. 
Il observe en outre le comportement différent de lhomme 
@une part, quel que soit le groupe sanguin auquel il appar- 
tient et du lapin d’autre part, 4 l’égard de Vinjection de 
sérum de cheval qui fait apparaitre l’-hémolysine antimouton 
chez le premier et pas chez le deuxiéme. 

Peut-on, avec une certaine vraisemblance, envisager une 
éventualité suivant laquelle la faculté de faire apparaitre chez 
Vanimal des hémolysines spécifiques contre les globules 
rouges de mouton pourrait appartenir a des substances aussi 
différentes que des phosphatides et des polysaccharides ) La 
question doit étre posée d’une maniére formelle car, nous 
lavons dit plus haut, il n’est pas possible de faire fi des 
résultats contradictoires publiés par des expérimentateurs 
hautement qualifiés. La complexité des antigénes nous apporte 
peut-¢tre une réponse. Lorsqu’on injecte au lapin des germes 
contenant un ou des antigénes communs (typhique et para- 
typhiques, germes capsulés dont la gaine a une composition 
chimique trés voisine) on obtient des anticorps dont la zone 
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d’action s’étend A tout le groupe des germes possédant le 
méme antigene en proportion souvent trés variable. Gn pour- 
rait imaginer, étant donné la complexité chimique des héma- 
ties, que le fait pour un antigéne de posséder l'un ou l'autre 
des éléments constitutifs de l’hématie de mouton (radicaux 
glucidiques, protidiques ou lipoidiques) ferait, par injection, 
apparaitre un anticorps actif sur cet élément et par voie de 
conséquence susceptible de déterminer la lyse du globule. 
S’il en est ainsi, le fait d’immuniser un animal contre l’un des 
constituants du globule rouge doit déterminer la formation 
d’un anticorps hémolytique. Les circonstances actuelles ne 
nous ont pas permis d’effectuer cette expérience d’une maniére 
compléte. Cependant, un élément de présomption nous est 
fourni par le fait que l’immunisation du lapin contre les 
stromas de globules rouges de mouton donne un sérum lytique 
pour ces derniers et que les lipoides extraits de ces mémes 
stromas donnent également ce résultat. Il est souhaitable de 
compléter ces tentatives qui pourraient peut-étre donner la 
clé des discordances signalées. Dans ce cas, on serait amené 
& parler non plus d’un antigéne de Forssman mais des anti- 
génes de Forssman, étant entendu que le phénoméne se raméne 
& la présence dans tout organe F+ d’une substance antigéne 
ou hapténe qui se retrouve parmi les éléments constitutifs 
des globules rouges de mouton. 

La diversité de la composition de lantigéne hétérogénétique 
pouvait apparaitre comme un fait étrange A l’époque ot on 
le considérait comme un élément fixe se retrouvant dans les 
organes ou certains organes des animaux d’espéces déter- 
minées et constituant en somme un caractére distinctif de ces 
espéces. On sait actuellement que telle ne doit pas étre la 
conception que lon se fait de lantigéne F. Renaux a 
montré [29, 30, 34] que chez le chien, le caractére F+ du rein, 
notamment, diminue et disparait au cours du diabéte expé- 
rimental consécutif & la dépancréatisation. De méme, Vadmi- 
nistration parentérale d’huile d’olive entraine Vantigéne F 
pour lequel l’huile d’olive a une trés grande affinité. Ceci tend 
& prouver. que Je caractére n’est pas héréditaire mais lié au 
métabolisme et vraisemblablement & l’alimentation. Et c’est 
@ailleurs une confirmation de ce point de vue que nous appor- 
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tent les expériences de Frank Holtman [32] dans un tout autre 
domaine : cultivant en milieu 4 base de sérum de cheval des 
souches d’E. typhosa et de S. paratyphi dépourvues d’anti- 
géne hétérogénétique, Holtman a constaté que ces germes, 
aprés un certain nombre de passages, avaient acquis l’antigéne 
hétérogénétique et quils le conservaient malgré des lavages 
en solution saline neutre ou légérement acidifiée. Cet anti- 
géne persiste méme aprés 24 passages journaliers sur agar 
ordinaire au bouillon de boeuf. Ce n’est qu’aprés 50 passages 
que les souches ont repris leur caractére d’origine. Enfin, le 
méme auteur pratiquant des cultures des deux germes en sac 
de collodion dans le péritoine du cobaye, leur confére une 
fois encore cette méme propriété ce qui l’améne a admettre 
aprés Buchbinder que le caractére F+ des germes microbiens 
leur est fourni par l’hdéte chez lequel ils vivent. 


CONCLUSIONS. 


Le caractére Forssman positif ne peut pas étre attribué a 
une seule et méme substance. On peut le retrouver dans des 
substances du groupe des polysaccharides et dans des lipoides 
divers. Souvent on l’a mis en évidence dans des combinaisons 
ou mélanges de radicaux polysaccharidiques et lipoidiques. 

Nos recherches ont porté essentiellement sur l’antigéne 
hétérogénétique du coeur de cheval. Nous avons pu obtenir, 
par une technique personnelle d’épuration, des solutions 
alcooliques de lipoides qui possédent le caractére F+ quoique 
complétement débarrassées de radicaux hydrocarbonés. Corré- 
lativement, nous avons vu que les substances éliminées au 
cours de l’épuration (glucides et lipoides) étaient dépourvues 
de tout caractére F+. La substance active est constituée dans 
le cas présent par un mélange de phosphatides mono- et 
diazotés. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Sonpeiri (A.) et Prco (C. E.). C. R. Soc. de Biol., 84, 1921. 
[2] Renaux (E.). C. R. Soc. de Biol., 130, 1939. 

[3] Meyer (K.). Biochem. Ztschr., 122, 1921. 

[4] Sorpetui (A.) et Wernicke. C. R. Soc. de Biol., 85, 1921. 


Annales de VInslitut Pasteur, t. 68, n° 1, 1942. £ 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Sorpetii (A.), Werntcke et DeuLareu. C. R. Soc. de Biol., 92, 1925. 

Lanpsremer (K.) et Levene (P. A.). Journ. of Immunology, 19, 
1925. 

Lanpsremer (K.) et Levene (P. A.). Proc. Soc. for Exp. Biol. and 
Med., 23, 1926. 

Lanpsteiner (K.) et Levenr (P. A.). Proc. Soc. for Exp. Biol. and 
Med., 24, 1927. 

Lanpstremer (K.) et Levens (P. A.). Journ. of Immunology, 44, 
1927. 

Lanpstemer (K.) et Levene (P.). Journ. of Immunology, 22, 1932. 

Meyer (K.). Ztschr. f. Immforsch., 68, 1930. 

Brunius (E.). Biochem. Ztschr., 258, 1933. 

Wem (A. J.) et Berenves (J.). Ztischr. f. Imm. forsch., 73, 1932. 

Somoza (R. D.). Rev. Inst. Bact. Dept. Nacion. Higiene, Buenos- 
Ayres, 8, 1988. 

Frscuer (O.) et Gunspercer (O.). Ztischr. f. Immforsch., 85, 1935. 

Borper (J.) et Renaux (E.). C. R. Soc. de Biol., 95, 1926. 

Marrack (J. B.). The chemistry of antigens and antibodies. 
Medical Research Council, n° 230, 19388. 

Franken (£.) et Tamari (L.). Klin. Wochenschrift, 1927. 

GonzaLEz (P.) et ARMANGUE (E. M.). C. R. Soc. de Biol., 126, 1931- 

Sacus (H.). Acta Soc. Medic. Fennicae « Duodecim », sér. A. T. 15, 
1932. 

Lunperen (H. P.), Pappennemmern (A. M.) et Witirams (J. W.). 
Journ. Amer. Chem. Soc., 64, 1939. 

Pappennemmer (A. M.), Lunperen (H. P.) et Wiutiams (J. W.). 
Journ. Exp. Med., 741, 1940. 

Borvin (A.). Bull. Soc. Chimie biol., 23, 1941. 

Scare (F.) et Aprtspercer (L.). Zischr. f. Immforsch., 49, 1924. 

Forssman (J.). Hdbuch des pathog. Mikroorg., 3° édition, 1928. 

LANDSTEINER (K.) et VAN DER ScueEerR (J.). Journ. of Exper. Med., 
44, 1925. 

Dupont (M.). Arch. Intern. Médec. Expérim., 9, 1935. 

Bruynocue (G.). Arch. Intern. Médec. Expérim., 44, 1936. 

Renaux (H.). Bull. Acad. Roy. Méd. de Belgique, 3, 6° série, 1938. 

Renaux (H.). I Congrés des Microbiologistes de Langue francaise, 
Paris, 1988. 

Renaux (E.). Third International Congress for Microbiology, New- 
York, 1939. 

Horrman (D. F.). Journ. of Immunology, 36, 1939 


SUR LA VARIATION CYCLIQUE ANNUELLE 
DE TOXICITE DU SANG DE LA VIPERE (1) 


par GasrigL BERTRAND et Rapu VLADESCO. 


Au cours de recherches publiées en 1893 et dans les années 
suivantes, l’un de nous a trouvé, en collaboration avec C. Phi- 
salix, que les substances toxiques, pourtant trés différentes, 
sécrétées par les glandes 4 venin du crapaud, de la salamandre, 
de la vipére, de la couleuvre et du cobra se retrouvent régu- 
liérement dans le sérum et dans le sang de ces animaux (2). 
Ce fut méme 1a la premiére démonstration de l’existence de 
ces biocatalyseurs organiques dont on a repris plus tard 
étude sous le nom particulier d’hormones. 

En opérant, par exemple, durant l’automne de 1893, avec 
des individus de lespéce Vipera aspis L. capturés pres de 
Rives-sur-Fure, dans le département de I’Isére, 2 cent. cubes 
de sang ou de sérum, injectés sous la peau de la cuisse ou 
dans le péritoine, sulfisaient & produire chez un cobaye du 
poids d’environ 500 grammes tous les phénoménes locaux et 
généraux, avec la mort en quelques heures, que l’on obtenait 
dans des conditions analogues avec une dose de quelques 
dixiémes de milligramme de venin sec (3). 

Nous avons voulu savoir si la substance hyperglycémiante 
— lhyperglycémine — que nous avons récemment décou- 


(1) Ce mémoire rassemble, avec de légéres modifications et quelques 
petits détails, le contenu de deux notes parues dans les C. R. Ac. Sc., 
242, 1941, p. 1063 et 243, 1941, p. 153. 

(2) Voir principalement : C. Parsanix et Gab. Berrranp : « Recherches 
sur Ja toxicité du sang de Crapaud commun. Contribution a 1’étude 
de la sécrétion interne des glandes 4 venin ». Arch. de Physiol., 5° sér., 


5, 1898, p. 511. — Ibid. : « Toxicité comparée du sang et du venin de la 
Vipere (Vipera aspis L.) ». Arch. de Physiol., 5° série, 6, 1894, p. 147. 
— Ibid. : « Recherches sur les causes de l’immunité naturelle des 


Couleuvres contre le venin de Viptre. Toxicité du sang et glandes veni- 
meuses ». Arch. de Physiol., 5° séric, 6, 1894, p. 423. — Ibid. : « Remar- 
ques sur la toxicité du sang de Cobra capello ». C. R. Soc. Biol., 
10* série, 3, 1896, p. 858. 

(3) Loc. cit. en (2) : Arch. de Physiol., 5° série, 6, 1894, p. 147. 
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os 


verte dans le venin de Cobra (4) et d’autres Ophidiens (yeaa 
se retrouverait pas dans le sang, & coté des substances toxiques. 

Nous étant procuré un lot d’une cinquantaine de vipéres de 
Vespéce ci-dessus désignée nous en avons extrait le sang, 
apres anesthésie chloroformique des animaux, soit par mise 
‘nu et section du coeur, soit par décapitation, et nous avons 
injecté le liquide ou son sérum & des cobayes, sous la peau 
ou dans la paroi abdominale. 

A notre grande surprise, nous n’avons pas retrouvé la valeur 
toxique reconnue a la fin du siécle dernier, cependant a diverses 
reprises et dans des circonstances variées. 

Les animaux ne manifestaient que des symptémes atténués 
d’intoxication : une courte période de stupeur, un peu de 
machonnement, quelques mouvements nauséeux, une légére 
et peu durable parésie du train postérieur, un faible abaisse- 
ment de la température, la mort dans un cas seulement et, 
comme on le voit dans le tableau ci-dessous, avec la forte dose 
d’environ 6 c. c. 5 de sang pour 500 grammes d’animal. 


TABLEAU I. 


VOLUMES DE SERUM 


POIDS ou de sang injectés ' 
DATES en centimétres cubes i 
des cobayes RESULTATS 
inoculation 
en grammes elie aGiS 
a l’animal = De 
500 grammes 
23 avril. . .. .| Male 503 |0,4 de sérum.|Env. 0,4 Survie. 
30 avril. . . . .| Male 587 |1,8 de sérum.|Eny. 1,5 Survie. 
de-mai .... .| Male 800 |1,8 de sang. he ai Survie. 
Qemail i | . esse bem 690M |2stadexsane: 5 Survie. 
3 melo. — ool eMalens05 a Onderseriunmy 5) Survie. 
4mai.....{ Male 720 |4,0 de sang 2,8 Survie. 
9mai.....| Male 795 |6,4 de sang. 40 Survie. 
MMMM oo 4 Ge oe ne 550 |7 de sang. 6,4 Mort en 2 heures. 
Perel fo 5 3 al) KEN! By 4 ° Bie j 
4 i Ma e iS : de sang. 3,9 Survie. 
44 mai.... .| Fem. 420 |4 de sang. gd) Survie. 
45 mai... ..! Male 445 15,5 de sang. 6,6 Survie. 


D’ot pouvait provenir une telle différence d’activité du 
sang > Des cobayes ou des vipéres > 


(4) Ces Annales, 64, n° 4, 1940, p. 344; Bull. Soc. Chim. biol.. 22 
1940, n°* 5-6, p. 299. 

(5) Ces Annales, 65, n° 1, 1940, p. 5; Bull. Soc, Chim. biol.. 22 
1940, p. 430. a 


’ 
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Il ne semble pas que cette dilférence provenait des cobayes. 
Du moins la sensibilité de ces animaux aux divers échantillons 
de venins secs que nous avions eu l’occasion d’examiner ne 
nous avait rien laissé observer jusque-la d’anormal. Elle devait 
done étre plutot recherchée du cété des vipéres. 

Or, les individus dont nous venions de nous servir se distin- 
guaient de ceux des expériences de 1893 & la fois quant a la 
région d’ot ils étaient originaires et quant a l’époque de 
année a laquelle ils avaient été capturés et étudiés. Les 
anciennes expériences avaient été exécutées avec des vipéres 
provenant de Rives-sur-Fure, dans le département de I’Isére, 
et les nouvelles des Ponts-de-Cé, dans le département de Maine- 
et-Loire ; les premiéres portaient sur des vipéres prises en 
automne, les secondes sur des individus réunis au printemps. 

D’aprés les recherches avec C. Phisalix rappelées au début 
de ce mémoire, la virulence du venin de vipére (mesuré a 
partir de la matiére séche) n’est pas constante : elle peut 
varier qualitativement et quantitativement. 

Deux cas de variation d’allure qualitative ont déja été 
observés ; celui des Vipéres d’Arbois (Jura) et celui des Vipéres 
de Clermont-Ferrand (Puy-de-Dome). Le venin des premiéres, 
récolté le 14 mai 1894, ne contenait pas ou pour ainsi dire 
pas d’échidnase, de sorte qu'il était & peu prés dépourvu 
d’action locale ; celui des secondes, extrait @ la fin d’avril de 
la méme année, renfermait a la fois de l’échidnase et de 
l’échidnotoxine, mais il ne s’y trouvait pas ou seulement trés 
peu de substances immunisantes, de sorte qu'il ne permettait 
pas de vacciner. Ces deux cas ont été considérés comme dus 
& lVexistence de races physiologiques locales. 

Les variations de caractére quantitatif portant sur l'ensemble 
des substances actives du venin sont plus générales et dépen- 
dantes de la saison : la virulence, plus ou moins marquée sui- 
vant la région, est minima au réveil printanier et croit, 
approximativement dans le rapport d’un a deux ou trois, 
jusqu’en automne (6). 

Au souvenir de ces faits, nous nous sommes demandé, 


(6) CG. Patsatrx et Gab. Berrranp, « Variations de virulence du venin 
de Vipere ». Arch. de Physiol., 5° série, 7, 1895, p. 260. 
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pour expliquer la surprenante différence d’action toxique du 
sang de vipére que nous venions de constater, si nous étions 
en présence d’un nouveau type de race physiologique ou 
devant un cas de variation quantitative de composition du 
sang analogue a celle du venin. 

Dans l’espoir d’éclairer cette question importante nous 
avons commencé par extraire, directement des glandes de nos 
vipéres, suivant une technique indiquée autrefois (7), une 
certaine quantité de venin et, ayant desséché dans le vide 
sur l’acide sulfurique, nous avons essayé son action sur le 
Cobaye. 

Le 10 mai, une femelle de 580 grammes recut sous la peau 
5 milligrammes de venin sec ; avec des symptémes évidents 
mais atténués d’envenimation, elle était encore vivante le 
Jendemain soir, vingt-six heures aprés linjection, lorsqu’on 
quitta le laboratoire ; elle mourut dans Ja nuit. A l’autopsie, 
on s’apercut qu’elle était pleine. Une seconde femelle, de 
525 grammes, fut injectée avec 6 milligr. 7, puis un male de 
375 grammes avec 14 milligrammes ; ces deux animaux mou- 
rurent respectivement aprés deux heures vingt-cing et une 
heure vingt-cing. Les Cobayes et les autres animaux de labo- 
ratoire étant difficiles 4 se procurer en raison des événements, 
nous n’avons pas multiplié davantage ces essais qui sulfisent 
A montrer que la virulence du venin d’avril des Ponts-de-Cé 
était fortement au-dessous de la moyenne et, surtout, trés 
inférieure 4 celle du venin d’automne de Rives-sur-Fure. 

Nous ne possédions d’ailleurs que peu de venin sec et nous 
tenions & en garder une partie pour le comparer plus tard, 
dans des conditions aussi semblables que possible, & celui de 
Vipéres des Ponts-de-Cé capturées en automne. 

Sur ces entrelaites, le 17 mai, on nous apporta une belle 
Viptére de 65 centimétres de longueur du département de 
Aube. Nous ptimes constater que & cent. cubes de sang de 
cet animal injectés dans le péritoine d’un cobaye male de 
955 grammes ne produisaient, comme le sang d’avril de 
Maine-et-Loire, que des symptémes légers d’envenimation 
suivis d’un rétablissement complet. 


t) Loe. cit. en (8), p. 149: 


TOXICITE DU SANG DE LA VIPERE 55 


Cette expérience et les essais avec le venin sec tendaient a 
orienter les recherches du cOté d’un phénoméne plus général 
que celui de lexistence d’une race physiologique locale, du 
coté d’un phénoméne dans lequel apparaissait une relation 
entre l’activité du sang et celle du venin chez le méme animal. 

Nous avons pu faire rassembler, par le méme chasseur et 
aux mémes endroits des Ponts-de-Cé qu’au printemps, des 
vipéres en octobre et en novembre de l’année 1940. 

En opérant alors, comme au printemps, nous avons cons- 
taté que la valeur toxique du sang et du sérum, sans étre 
devenue aussi grande que celle des animaux de I’Isére, avait 
assez lortement augmenté pour que presque tous les cobayes 
injectés soient morts, avec les symptémes caractéristiques de 
Venvenimation vipérique et, cela, dans des délais d’une a 
quelques heures, délais dont la briéveté éloignait une autre 
interprétation que celle d'une action directe sur l’organisme 
des substances contenues dans le liquide sanguin (&). 

Voici le tableau récapitulatif des résultats obtenus 


Tableau IT. 
VOLUMES DE SERUM 
POIDS ou de sang injectés 
DATE en centimétres cubes 
des cobayes RESULTATS 
de inoculation ed 
en grammes yo par 
4 Vanimal 500 grammes 
18 octobre . .| Male 625 |3 desang. |Env. 2,4 Survie. 
49 octobre . .| Male 365 |5 desang. |Env. 7 Mort 5 jours aprés. 
21 octobre . .| Fem. 425 |5,2 de sang 6,85  |Mort 4 jours apres. 
22 octobre . .| Fem. 400 |2 de sang 250 Mort 24 jours aprés. 
7 novembre .| Fem, 458 |3,6 de sérum. 4 Mort 2 h. 15 aprés. 
8 novembre .| Fem. 485 |3 de sang 3,4 Mort 11 jours aprés. 
9 novembre .| Male 500 /3,6 de sang 3.6 Mort 4 h. 35 aprés. 
24 novembre .| Male 355 |2,8 de sang Bo) Mort 6 h. 35 apres. 
21 novembre Male 300 |3 de sang 5 Mort 1 heure aprés. 
23 novembre .| Male 440 |4 de sang 4,5 Mort 2 h. 45 apres. 
24 novembre .| Male 477 |6 de sang 6,3 Mort 7 bh 48 apres. 
3 décembre .| Male 485 |t desang 4,4 Mort 3 jours apres. 


Ainsi la loi de variation quantitative d’activité de la sécré- 


(8) L’action locale provoquée par 1’échidnase prédispose, malgré les 
précautions, a des infections bactériennes pouvant entrainer la mort 
dans les jours qui suivent J’injection. 
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tion venimeuse en fonction de la saison se retrouve dans 
étude du sang. 

Restait A vérifier s’il y a une relation entre Vactivité des 
glandes & venin et la composition du sang. 

Des Vipéres capturées & l’automne nous avons extrait, avec 
les mémes précautions qu’au printemps, une certaine quan- 
tité de venin. Nous avons pu réaliser alors trois essais com- 
paratifs sur des paires de Cobayes de poids trés voisins ; a ces 
animaux, provenant d’un élevage homogéne de 1 Institut 
Pasteur, furent injectées des doses convenables de venins secs, 
préalablement dissous dans l’eau salée physiologique. Comme 
on devait s’attendre & retrouver pour le venin d’automne un 
degré de virulence plus élevé qu’& celui du printemps, on a 
employé des doses moindres que dans les essais précédents, 
a priori seulement voisines des doses Iéthales, de facon a 
mieux faire apparaitre les différences possibles entre les deux 
venins. Les résultats de ces essais sont résumés dans le tableau 
suivant : 


TaBLEAv III. 


POIDS 
Pops de venin injecté RESULTATS OBTENUS 
4 en milligrammes 
DATE Sf 
cobayes 
des essais ann par 
; A chaque |500 grammes avec le venin avec le 
SONGS cobaye de de printemps venin d’automne 
cobaye 
em. 402 4 Env. 0,80 Survie 
er (4 b) ° 
1*r essai (4 nov.) 1M Male 412 4 Env. 0,82 Survie. 
| 
em. 370 4 Env. 0,74 Survie 
2° essai (6 nov.) AM : : ee eae 
essai (6 | Ale 330 4 Envy. 0,66 Mort 5 h. 53 aprés V’inject. 
) Fem. 390 2 Envy. 1,56 |Mort 2 h. 30 apres V’inject 
3° essai (5 nov.) ar U ps ne eae 
(5 1M Male 380 2 Env. 1,52 Mort 4 h. 35 apres V’inject. 


Pour les mémes raisons que précédemment, ces essais n’ont 
pas été aussi nombreux que nous l’aurions désiré, mais, étant 
donné les conditions de comparabilité dans lesquelles ils ont 
été réalisés, ils font déja ressortir assez nettement que le venin 
de novembre est devenu plus actif que celui d’avril, ce qui 
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est conforme a la régle, rappelée plus haut, de variation d’acti- 
vité du venin suivant la saison (6). 

Il est dés lors permis d’expliquer la faible toxicité du sang 
des Vipéres capturées au mois d’avril par un épuisement 
relatif de leur sécrétion venimeuse au cours du repos hivernal; 
Jes glandes ne produiraient dans cette période de vie ralentie 
qu’une quantité de substances hormonales inférieure a celle 
transportée par le sang et consommée par l’organisme ; pen- 
dant la période de vie active, au contraire, la richesse du 
venin et la toxicité du sang qui en est la conséquence augmen- 
teraient progressivement, pour atteindre leur maximum vers 
le retour du sommeil hivernal. 

Le méme cycle de variations se reproduirait chaque année, 
de sorte que, en définitive, le milieu humoral de l’animal 
passerait par une série alternative de concentrations en hor- 
mones spécifiques. 

Quel que soit le mécanisme producteur de ces variations, 
il y a la un exemple d’influence des saisons sur la composition 
chimique du milieu vivant bien digne de retenir l’attention 
des physiologistes et des médecins. 


RECHERCHES SUR LE VANADIUM CHEZ LES VEGETAUX 


par Dinter BERTRAND. 


(Institut Pasteur, Service de Chimie biologique.) 


S’il ne vient actuellement 4 l’esprit de personne de nier 
Vimportance biologique d’éléments tels que le carbone, l’hy- 
drogéne, ’oxygéne, l’azote, le phosphore, le soufre, le fer et 
méme du magnésium qui entre dans la composition de la 
chlorophylle, bien peu savent que Ja complexité élémentaire 
d’un organisme vivant quelconque est bien plus considérable. 
Cela tient probablement a ce que les autres éléments dont la 
présence a été reconnue, soit chez les animaux, soit chez les 
végétaux, n’existent qu’en trés petites quantités. On a pu se 
demander si ces corps jouent un réle physiologique. Us 
auraient pu, en effet, n’étre que des impuretés absorbées avec 
Jes éléments indispensables a la vie. Trinchinetti [1], puis 
Dehérain [2] ont en effet démontré qu’une plante saine, arrosée 
avec des dissolutions salines, absorbait indifféremment tous 
les métaux, méme lorsque ceux-ci pouvaient, aprés quelque 
temps entrainer la mort du végétal. Les expériences de 
Pfeffer [3] avec certaines couleurs d’aniline ont confirmé et 
étendu cette donnée. Depuis de nombreuses expériences, faites 
pour beaucoup de ces métaux ou métalloides, montrent que 
la plante ne peut vivre si on les supprime complétement du 
milieu de culture ; un exces par contre devient nuisible. C’est 
la loi de l’optimum de concentration nutritive (Gabriel Ber- 
trand) [4]. Cette idée avait déja été émise en 1903 [5], au 
Congrés international de Chimie appliquée de Berlin, par 
Gabriel Bertrand ; puis la preuve absolue en a été apportée 
pour le manganése en 1905 [6, 7], toujours par le méme 
savant, qui en 1912 [8] pouvait déja faire & New-York une 
conférence intitulée : « Sur le réle des infiniment petits 
chimiques en agriculture »). L’expérience analytique a montré 
pourquoi ce fait avait échappé aux chercheurs : dans la majo- 
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rité des cas, les végétaux trouvent dans les milieux ot ils 
poussent, en quantité suffisante, les éléments qui leur sont 
idispensables ; et les quantités utiles trop faibles n’avaient 
pas été décelées par les analystes. 

Actuellement, sur les 92 éléments distingués dans la matiére 
universelle, prés d’une cinquantaine ont été signalés au moins 
une fois dans des organismes animaux ou végétaux. Parmi 
eux, le vanadium semble, par ses caractéres chimiques, pré- 
senter un intérét particulier. Il a été, en effet, signalé comme 
rentrant dans la composition du pigment respiratoire des 
Tuniciers (Henze, [9]). Ce métal a été compris, par extrapola- 
tion, dans la liste des éléments constitutifs de la matiére 
vivante ; mais on ne sait presque rien de sa présence chez les 
animaux ni, comme le montre le résumé suivant, de son exis- 
tence chez les végétaux. 

Peu d’auteurs l’ont signalé chez ceux-ci ; la plupart d’entre 
eux l’ont fait par la méhode spectrographique : c’est le cas 
de Demarcay en 1900 [40], Cornec en 1919 [44], Byod et De 
en 1933 [42] et Konishi et Tsuge en 1936 [43] qui ont trouvé 
le vanadium dans les cendres de quelques végétaux. Mais pour 
tous lautocritique de Demarcay reste valable et pour aucun 
il n’y a de certitude concernant l’origine de cet élément. 

Par la méthode chimique, c’est Lipmann (en 1888 [44}), qui 
le premier signale Je vanadium dans un matériel d'origine 
végétale : la mélasse de betterave. Ter Meulen en 1934 [45] 
le dose occasionnellement dans l’Amanila muscaria et dans 
Vail, dans lesquels il en décéle 3 milligr. 3 et 0 milligr. 8 par 
kilogramme. Cet auteur n’en trouve ni dans 6 autres cham- — 
pignons, ni dans l’oignon. Enfin Nemec [46], cing ans plus 
tard, sans donner aucun détail, le signale 4 l'état de traces 
presque imperceptibles dans le hétre et dans le charme. 

Seul, le travail de Ter Meulen peut étre considéré comme 
donnant quelque certitude sur la présence du vanadium chez 
les végétaux ; son travail montre en outre que l'on doit 
s’attendre & ne trouver, en général, dans le monde végétal 
le vanadium qu’A des concentrations d’au plus de l’ordre 
de 1,40—-*. Je me suis efforcé, dans ce premier travail, de 
répondre a la partie dynamique du probléme biologique : le 
vanadium est-il un constituant normal de la matiére vivante ? 
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L’ampleur de la question m’a obligé provisoirement a ne 
traiter celle-ci que chez les végétaux. 

Aucune des méthodes de dosage du vanadium existant 
actuellement n’étant suffisamment sensible, j’ai cherché et 
réussi A en trouver une autre. Cette méthode [417] est basée 
sur l’extraction préalable du vanadium par le cupferron, puis 
aprés éloignement du fer, du titane et du cuivre, de son dosage 
colorimétrique par le cupferron, en présence de chloroforme. 
I] est ainsi possible de doser jusqu’A la quantité minimum 
de 0 milligr. 002 dans 100 grammes de matiéres séches d’ori- 
gine végétale. 

L’étude analytique a porté sur 62 espéces différentes. Les 
échantillons ont été choisis aussi propres que possible, et, 
sauf dans le cas des feuilles de poiriers, lavés soigneusement 
pour éliminer les poussiéres. Les racines, qu’il est trés diffi- 
cile d’avoir propres et dont on peut craindre qu’une partie 
des matiéres minérales ne s’éliminent lors d’un lavage pro- 
longé, n’ont pas été comprises dans les dosages faits sur les 
plantes. Quelques-unes ont été analysées a part, pour avoir 
une idée de la répartition du vanadium dans les divers organes 
d’une méme plante. L’échantillon a été pesé aussit6t aprés sa 
récolte et, aprés lavage avec de l’eau de source puis de l’eau 
vedistillée, desséché a 50°. Il a été réduit alors en poudre 
grossiére, de maniére a constituer un lot homogéne. Une 
partie aliquote de ce lot a servi & doser la matiére séche 
4 105°. Une autre, correspondant sensiblement A 50 grammes 
de matiére séche, a servi A Ja détermination des cendres, puis 
‘ celle du vanadium. C’est dans le but de rendre les résultats 
aussi comparables que possible entre eux qui m’a fait, autant 
que cela se pouvait, prendre des poids d’échantillons voisins. 

Les résultats de ces opérations ont été rassemblés dans les 
tableaux suivants. 


Dans chaque groupe, les teneurs en vanadium vont en 
ordre croissant par rapport A la matiére séche. Si ces résultats 
nont pas été rapportés A la matiére fraiche, cela tient A ce 
que Je poids de celle-ci est trop variable au cours de la journée 
et suivant l'état d’humidité de lair. Comme il est absolument 
impossible de récolter tous les échantillons dans des conditions 
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identiques ou méme seulement analogues, les comparaisons 
faites ainsi risquaient fort d’étre complétement erronées. Les 
résultats analytiques sont parfois donnés pour le vanadium 
avec trois chillres significatifs ; ces chiffres résultent seule- 
ment du calcul, Ja précision maxima de la méthode ne per- 
mettant pas, nous l’avons vu, d’avoir mieux que 2 a 3 p. 100. 

Les chilfres varient ainsi de 0 milligr. 152 a 4 milligr. 2 de 
vanadium au kilogramme sec pour les parties aériennes, les 
feuilles et les fruits, de 0,100 a 12,44 pour les racines, et de 
moins de 0,010 4 1,2 pour les graines analysées. 

Afin de vérifier le fait observé jusqu’ici pour certains oligo- 
éléments (tels le manganése et le zinc) suivant lequel les 
feuilles vertes sont plus riches que les feuilles étiolées, deux 
essais ont été entrepris, lun sur le chou, l’autre sur une 
scarole. Les feuilles vertes des choux ont été reconnues comme 
ayant une teneur en vanadium nettement plus grande que les 
feuilles étiolées ; il n’en a pas été de méme pour la scarole ; 
mais pour cette derniére plante cultivée, la différence entre 
les feuilles « vertes » et les feuilles étiolées est trés faible. 
Comme ces deux faits ne suffisent pas a établir une loi, on ne 
peut en tirer de conclusion absolue. 

Pour rechercher une variation possible de la répartition du 
vanadium dans les diverses parties des plantes, quelques- 
unes de celles-ci ont été analysées séparément. La comparaison 
a plus de valeur quand elle est faite sur une méme plante, 
comme c’est le cas pour le haricot. Toutefois, lorsque les 
variations sont nolables, comme pour les graines et les plantes 
de légumineuses, cette comparaison garde un certain sens, 
bien que faite sur des échantillons différents d’une méme 
espéce. 

Pour le haricot, la racine est plus riche que la partie 
aérienne, celle-ci que les fruits et ces derniers que les graines. 
Ceci est confirmé pour la betterave sucriére, mais, si le fait 
est général, il y aurait une grande différence entre la bette- 
rave sucriere et la betterave fourragére, cette derniére étant 
beaucoup plus pauvre en vanadium que la premiére. Il est 
vraisemblable qu’il doit en étre ainsi, car les racines de carotte 
sauvage, de plantin long, de lupin jaune, de lupin blanc, de 
soja, de féve et de haricot se sont toutes révélées plus riches 
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en vanadium que les parties aériennes. De méme, les graines 
de féve, de soja, de lupin blanc, de haricot, de pin, de plantin, 
de betterave sucriére et de tabac du paysan sont nettement 
moins riches que les fruits ou les feuilles ou la partie aérienne. 
Enfin, les feuilles de tabac du paysan sont moins riches que 
la partie aérienne entiére et plus riches que les graines. La 
comparaison des chillres moyens, dans chaque tableau, est 
évidemment moins démonstrative, car ils portent sur trop 
d’espéces différentes dans chaque cas et, pourtant, on retrouve 
trés nettement ici le fait que la teneur des organes végétaux 
va en décroissant, des racines a la partie aérienne, de celle-ci 
aux feuilles, des ces derniéres aux fruits et des fruits aux 
eraines. 

Un certain nombre de plantes, récoltées dans des conditions 
aussi analogues que possible, ont été ainsi analysées deux fois 
dans le but de rechercher l’ordre de variation de la teneur 
en vanadium dans des conditions de culture différentes. Le 
résultat obtenu correspond a& celui que l’on pouvait attendre 
les plantes ayant poussé dans les terrains les plus riches en 
vanadium ont une plus forte teneur en ce métal que celles 
provenant de terres moins riches. L’exemple du lupin blanc, 
ot les racines ont également été analysées, est particuliére- 
ment démonstratil. 


MILLIGRAMME DE VANADIUM 
an kilogramme de 
Ean GO eg 
Plante fraiche Plante séche Cendres 


Lupin blanc provenant de Vendée : 


HOR Ch We den GPa OMA eth » 52 » 
RACINCS(. ous eeu ees! Seals 1,76 5.60 56 
Partie aérienne....... 0,049 0,437 Boe 


Lupin blanc provenant de la région 
de Versailles : 


Die 9 Sogou yc eaneerao e » Ae » 
IRGKOOWISS Ga. ee wo yo) Oran 0,840 2.76 25,8 
Partie aérienne. ..... . 0,026 0,208 2,97 


Ces résultats sont d’accord avec les expériences de Trin- 
chinetti [4], de Dehérain [2], de Pfeffer [3] et de Ramirez [48]. 
Nous verrons, dans une note ultérieure, & propos de I’A sper- 
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gillus niger que ce phénoméne, purement physique, est indé- 
pendant du role physiologique que le vanadium est suscep- 
tible de jouer. 


LE VANADIUM DANS LES NoDOSITES DES LEGUMINEUSES. — Burk 
et Horner [49], puis Bortels [20] ont montré, par des expé- 
riences, s’6loignant un peu il est vrai des conditions natu- 
relles, que le vanadium produirait une stimulation de |’Azo- 
tobacter, de l’Azotobacter chroococum, de |’Azolobacter vene- 
landi et du Clostridium butyricum, ceci A des concentrations 
variant de 10—? 4 10—° pour le premier et 10—* & 2,5.10~° 
pour les autres. J’ai voulu connaitre la concentration moyenne 
réelle en vanadium que les bactéries nitrifiantes rencontrent 
dans les nodosités des légumineuses. Les résultats sont consi- 
onés dans le tableau suivant. 

Dans le but de rendre les résultats aussi comparables que 
possible entre eux, les divers échantillons ont été recueillis 
i la méme époque, alors que les plantes étaient a la floraison. 
D’autre part, la concentration du vanadium dans la terre ou 
avait été cultivé l’échantillon, ainsi que celle de Ja racine, 
ont éfé données a titre de comparaison (celle de la partie 
aérienne n’a été indiquée que pour montrer la variation de 
teneur en vanadium lorsqu’on passe de la racine a la partie 
aérienne). Il ne semble pas que la concentration du vanadium 
dans les nodosités ait un rapport quelconque avec la taille de 
celles-ci ou avec la richesse des racines en ce métal. Tout au 
plus pourrait-on dire que, si l’on se rapporte au poids de la 
matiére séche, les grosses nodosités sont plus riches en vana- 
dium que les racines, mais il ne s’agit peut-¢tre 14 que d’un 
hasard. Le seul fait qui présente quelque certitude, c’est que, 
pour les 6 échantillons analysés, la concentration du. vana- 
dium dans les nodosités est de ordre de 3 4:4,10—* (trois fois 
plus pour la féve) si l'on se rapporte & la matiére sdche. TI 
s'agit 1a d’une concentration bien supérieure & celle qu’indi- 
quent Burk et Horner, mais qui rentre dans l’ordre de gran- 
deur de celles de Bortels. Il y a lieu de remarquer, toutefois, 
que les chiffres que je donne ont été obtenus en faisant l’ana- 
lyse de la nodosité entiére et non des parties de noadasités 
contenant les bactéries. 
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‘a 
es “2 a = ee 
= o o BI 5 i=} en mil igrammes 
= z 4 te & = per kilogramme 
2 5 S 5S aS ae 5 4 
od Se he om I D 3 
= al ee z ‘5 s | 3 
= es & Z 8 
Haricot (Versailles) : 
oe Mt te ney Ramer See 0,915 49,4 21,2 
ACINCS Mae Cen Sea O Ol SeCGs|| lo 9.55| 44 : a9 
416.000 nodosités, au kilo- : en aba si icab lace Ge 
aes sec (1.100). . .| 18,4 2,66 | 14,4 9,4 6,8 | 0,369] 2,58 |97,2 
artie aérienne. . . .. ./209 38,2 TS, 2) |) AS son 29 0,138] 0,760} 5,6 
Soja Tokio noir (Versailles) : 
ASR Oovret Lnroueisn se me ces eas 4,090 238i a1 
Raciness oe oo Ne2aM. 08 88-l-agiy | 06 | 12 Ose t 8.2 137 
140.000 nodosités, au kilo- : j : DPN dae 
gramme sec (383). . . .| 12,8 | 2,72 | 21,2 8,6 Hig Omir 2,8 |32,6 
Partievaerlenmene. see 205 58,5 HSS W250) i) 20 0,122) 0,65 | 5,2 
Lupin jaune (Vendée) : 
eure: dy DR OOM O EC ce 1,046 54,3 52 
AGMES 4 a & 6.6 eo SIND 3,67 | 36,7 71,2 6,4 | 0,640 | 1,74 |24,2 
18.409 nodosités, au kilo- : ; ; De aie 
gramme sec (52)... TSE eee Se t553 Lona 10 0,543) 3.54 [21,5 
JEEW AU) ESCM. 6 5) 6 5 piSWieh IEG 5s 9,5 | 10,5 | 48,2 | 0,129} 4,32 |12,8 
Lupin blane (Vendée) : 
Terre aos s tite aa ees 1.046 54.3 52 
Racines ..... - . -| 14.6 | 3,65 | 31,2 | 10 Pars ATG |p 9G! 1BYe 
125.000 nodosités. au kilo- 
gramme sec (237). . . .| 22,4 | 2.84 | 42,8 | 19 6 | 11,4 | 0,5 4 20,4 
Raitievaciienne 4. . s|oa0 37,8 le §,25) 46,5 | 0,049 | 0,437) 53 
Lupin blanc (Versailles) : 
MeiROpe es. ke au os oes 1.090 23/4 elie 
Racines .....-....-| 12,4 | 3,76 | 30,3 | £0,7 | 10,4 | 0,840} 2,76 23,8 
25.000 nodosités, au kilo- 
gramme sec (68) . . . .| 45,45) 2,72 | 17,6 | 16,4 42,4 | 0,805) 4.56 |27,8 
Parlieracivenne. 3... = 1302 38 ,4 WET 1,2 8 0,026) 0,20x} 2,97 
Feve (Grignon) : 
MORO merocmiceee eu on oslo, fens 4,086 32 29,1 
cineca oe ee AOS (63 095) 28584) 46,31 37 6 | 382. oa 155 
535.000 nodosités, au kilo- 
gramme sec (2.610). . .| 27,25) 4,883) 17,8 | 23 Hint) |) OO Wes Nessa 
PANE QERIETUINE, 5 o 0 o 1 ave 45,7 ail 9 18 0,060] 0,394) 4,4 


En conclusion de ces recherches analytiques sur les végé- 
taux, nous pouvons dire que le vanadium existe normalement 
chez toutes les plantes, la concentration moyenne étant de 
Vordre de 4 milligramme par kilogramme de matiére séche, 
en accord avec les deux seules données, dues & H. Ter Meulen. 
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ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANCAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 4 décembre 1941. 


Présidence de M. JAcouES TrREFOUEL. 


COMMUNICATIONS 


MICROMETHODE SIMPLE 
POUR L'ETUDE DU POUVOIR PHAGOCYTAIRE 
DES LEUCOCYTES 


par N. KOSSOVITCH et Me J. CANAT. 


La recherche du pouvoir phagocytaire qui se présente dans de 
nombreux cas comme un examen de laboratoire indispensable, 
doit étre, pour devenir d’une pratique courante, facile et accessible 
a tous. 

Or la technique proposée a ce sujet par Wright est trés compli- 
quée. Moins compliquée est la technique de Hamburger, mais 
aussi difficile 4 réaliser, si l’on se place dans les conditions de 
travail des petits laboratoires. 

Le technique que nous proposons est une modification et une 
simplification de celle de Radsma-Hamburger, décrite dans le 
« Handbuch der biol. Arbeitsmethoden » d’Abderhalden. Nous y 
avons apporté quelques modifications qui, d’aprés nos expé- 
riences, facilitent la méthode. 

On préléve environ 20 millim. cubes de sang par piqtre au 
doigt. Ce sang est aspiré avec la pipette qu’on utilise normalement 
pour la numération des globules blancs. On le met dans un tube 
de forme spéciale, ou se trouve 0,5 cc. d’eau physiologique 
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a 8,5 p. 1.000 préalablement chauffée a Pétuve a 37°. Le fond de 
ce tube est élargi en une sorte de pelit ballon, a Vintérieur duquel 
se trouve un agitateur comme celui qu’on utilise pour la numé- 
ration des éléments figurés du sang (pipette Thomas-Zeiss). On 
ferme le tube avec un bouchon paraffiné (d’aprés Carrel) et lon 
brasse bien le contenu en tournant plusieurs fois le tube autour 
de son axe, pour obtenir une suspension homogéne et pour éviter 
la coagulation. On ajoute alors a celle émulsion la quantité voulue 
de la substance A examiner (amidon, charbon, bactéries). On 
rebouche le tube, on mélange & nouveau et on met a l’étuve a 37° 
pendant vingt minutes en continuant a brasser le contenu de temps 
a autre, toujours en faisant tourner le tube autour de son axe et 
sans le sortir de l’étuve. Aprés ce laps de temps, appelé « temps 
phagocytaire », on retire le tube et on procéde de Ja fagon suivante : 

On verse 0,1 cc. d’acide acétique a 50 p. 100, destiné a lyser 
les érythrocytes, qu’on laisse dix minutes en contact a la tempé- 
rature du laboratoire, en tournant toujours légérement le tube 
pour mélanger. Puis on ajoute 0;5 cc. d’une solution a 1 p. 100 
de vésuvine (Bismarckbraun), introduite par Unna, et qu’on peut 
préparer en partant du méla-phénylénediamine + I goutte de 
nitrite de soude 45 p. 100. Ce colorant est préparé a Laide d’acide 
acéltique 4 1 p. 100 (qu’on utilise en histologic). La coloration se 
fait en dix A quinze minutes. 

Pour examiner |’émulsion, on prépare sur une Jame un cadre 
de paraffine trés mince ; on dépose une gouttelette de l’émulsion 
a Vintérieur de ce cadre, on recouvre avec une lamelle et on 
examine au microscope avec l’objectif & immersion. Au leu de 
préparer le cadre de paraffine, on peut également étaler sur une 
lame une gouttelette de ’émulsion avec une pipette Pasteur trés 
fine, sécher létalement et le fixer pendant cing minutes avec de 
Paleool méthylique, puis laisser dix minutes la lame en contact 
avec le colorant a la vésuvine, préparé comme il a élé dit plus 
haut; Vétalement coloré est finalement recouvert d’une mince 
couche de glycérine et @une lamelle, aprés quoi on examine au 
microscope A immersion. 

La numération s’effectue de la facon classique. On détermine =: 

a) Le nombre des leucocytes actifs : 

b) Le nombre des bactéries phagoeytées par les leucocytes, et 
Von calcule le rapport existant entre le nombre de bactéries et 
le nombre des leucocytes actifs. Ce rapport représente le degré 
de « Pactivité individuelle » des phagocytes. ; 

Parallélement 4 la méthode ci-dessus exposée, nous avons 
employé celle de Hamburger. Voici comment nous avons procédé : 
nous avons examiné 100 leucocytes & trois endroits différents 
dune lame, caleulé la moyenne (M) et divisé par 100, ce qui donne 
un chiffre que nous avons appelé « Nombre phagocytaire » (N. Ph.): 
Ces caleuls ont été faits tant pour les phagocytes du sang patho- 
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logique que pour ceux du sang normal. A partir de ces nombres 
phagocytaires, nous avons calculé la valeur phagocytaire, c’est- 
a-dire le rapport entre le nombre phagocylaire du sang patholo- 
gique et le nombre phagocytaire du sang normal 


N. Ph. sang pathologique 
N. Ph. sang normal 


Vere, bie = 


A Vétat normal, ce nombre est égal a 1. A l'état pathologique, 
il peut étre soit diminué (< 1), soit augmenté (> 1). 
Exemple 


NOMBRE NOMBRE - 
de de 

leucocytes bactéries 
eto ee. ant 200 120 
LE a acteee tes Ges ic a eee, a) 24100. 130 
Herein teats es. ene, = kO0 140 

M = 130 M = 80 
IN, 1a, 3) IN) TDN Sat 8 
0.8 
\ rt A Ree 


Nous trouvons que celle formule correspond micux aux faits 
que la formule Indice opsonique courante. 

En résumé, la méthode proposée n’exige aucun appareillage 
spécial. La quantité de sang requise est ni: minime (20 millim. 
cubes), et surtout on travaille sur le sang tolal sans séparation des 
globules blanes par centrifugation et sans employer les anticoagu- 
lants. Lors du mélange de la supsension, les leucocytes ne sont 
pas traumatisés. D’autre part, Vemploi de Vacide acétique a 
50 p. 100 au lieu de 1 p. 100 utilisé par Hamburger a l’avantage 

1° De diminuer le temps d’examen ; 

2° De fixer les différents aspects des phagocytes au cours de 
leurs déplacements. 

La vésuvine donne de trés belles images des noyaux, sans donner 
une teinte trop foncée au proloplasme ; quant aux produits phago- 
cytés (amidon, bactéries, etc.), ils apparaissent en négatif. 

Le temps phagocytaire optimum est de vingt minutes a l’étuve 
Aprés ce laps de temps, les leucocytes sont tellement bourrés de 
bactéries qu’il devient impossible d’effectuer la numération. 
L’amplitude thermique requise pour examen se situe entre 25° 
Eleole. 

D’une technique plus simple que celles utilisées actuellement, 
la méthode proposée présente des avantages certains, qui per- 
mettent son emploi dans n’importe quel laboratoire. 


(Institut Pasteur.) 
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RECHERCHE DES CONSTITUANTS BACTERIENS 
RESPONSABLES DE L’APPEL LEUCOCYTAIRE 


par Arpert DELAUNAY. 


Jai commencé mes recherches par l'étude d’un germe éminem- 
ment pyogéne = le staphylocoque. On savait déja qu’un autolysat 
de ce microbe est capable de provoquer, in vivo aussi bien 
quin vitro, un appel leucocytaire extrémement marqué, mais 
jamais encore on n’avait identifié & coup st, dans ce milieu trés 
complexe, le ou les facteurs chimiotactiques en cause. Je me suis 
attaché a ce travail. Rapidement, je m’apercus que des autolysats, 
désalbuminés par l’acide trichloracétique, gardaient Pessentiel de 
leur activité el, poussant mes investigations du cdté des substances 
non protéiques, je constatai que le principe cherché — ou Pun 
d’entre eux — n’était autre que le polysaccharide spécifique du 
staphylocoque. J’ai isolé ce polysaccharide et j’ai vu qwil suffi- 
sait d’en injecter, dans le derme du cobaye, | milligramme, 1/10. 
1/100 ou méme 1/1.000 de milligramme pour observer. sur les 
coupes, un remarquable afflux de polynnecléaires. Ce corps 
constitue donc, sinon Vunique responsable du pouvoir pyogéne 
du germe, au moins un de ses facteurs les plus essentiels (1). 

Doit-on s’étonner du pouvoir chimiotactique présenté par ce 
corps. polysaccharidique ? Je ne le pense pas, car différents 
auteurs ont montré déja que des polysaccharides, tels que le gly- 
cogéne et la dextrine, ene atlirer ceux aussi les polynucléaires 
Ii s’agit done la d’une propriété générale de ces corps. Pourtant, 
je me suis apercu qu'elle n’existait pas au méme degré, pour 
chacun d’entre eux. En effet, alors que le pouvoir d’appel des 
globules blanes disparait, pour le polysaccharide microbien, 
sculement au 1/1.000 de milligramme, il s’évanouit déja pour le 
giycogéne au 1/10 de milligramme. On voit done combien sont 
inégales les activilés chimiolactiques du polysaccharide microbien 
et du polysaccharide physiologique. 

Dans une nouvelle série de recherches, j’ai préparé Vautolysat 
dun germe a Gram négatif dont le pouvoir pyogéne est assez 
faible : le bacille typhique. J’ai injecté cette préparation dans le 
derme du cobaye. L’animal mourut sans quapparaisse aux 
points d’injection le moindre afflux leucocytaire. Dans les mémes 


(1) Voir sur ce sujet: A. Detaunay et R. Sarcrron. C. R. Soc. Biol.. 1941. 
135, 368. — A. Deraunsy. Revue @Immunol., 1940-1941, n° 5, 307. 
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conditions expérimentales, je le rappelle, l’autolysat staphylococ- 
cique se montrait nettement chimiotactique et le cobaye demeu- 
rait en parfaite santé. J’ai dilué alors au 1/10, au 1/100 et au 
1/1.000 Vautolysat typhique. Cette fois les animaux survécurent, 
el aux points d’injection des dilutions au 1/100 et au 1/1.000, 
comine je pus le constater sur les coupes, Vhypoderme était 
envahi par d’innombrables polynucléaires. J’ai recherché quelle 
était dans le liquide la substance cause de ces réactions. Je par- 
vins a l’identifier. I] s’agit de lV’antigéne glucido-lipidique spéci- 
fique du germe. Ayant préparé des dilutions me permettant 
@injecter chez le cobaye sous le volume de 0,5 ce. : 1 milli- 
gramme, 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 de muilligramme 
de cet antigene, jai observé en effet : 

1° Qu’au 1/1.000 de milligramme l’antigéne glucido-lipidique 
typhique attire trés fortement. les leucocytes ; 2° que cette action 
devient de moins en moins netle & mesure qu’on s’éloigne de ce 
tive optimum, dans un sens ou dans l’autre ; au milligramme 
méme, le produit semble exercer un chimiotactisme leucocytaire 
négalif. 

J’ai pu confirmer ces résullats en me servant d’antigénes du 
méme type et qui provenaient de germes du groupe entérique : 
Colibacille, Flexner, paratyphique B et Shiga. 

Ils rappellent tout ce qu'on sait des substances chimiotactiques 
en général, dont le pouvoir est maximum a un certain taux, puis 
diminue lorsqu’on s’éloigne progressivement de ce taux et qui, 
dés qu'on atteint des concentrations données, repoussent méme 
Jes éléments qu’elles attiraient jnsque-la. ; 

Les antigénes glucido-lipidiques sont des substances toxiques. 
il est certain que la mort des animaux qui ont recu les trés fortes 
doses d’autolysat typhique s’explique par la présence dans ce 
liquide de Vantigéne spécifique. Il est probable que Vabsence de 
tout appel leucocytaire aux fortes doses dépend aussi de cette 
toxicité de Vantigéne, lVaction toxique générale de ce corps 
empéchant tout phénomeéne local de se manifester. 

L’afflux des globules blancs provoqué in vivo par 1/1.000 de 
milligramme d’un antigene glucido-lipidique est d’une impor- 
lance & peu prés comparable a celle que produit 1/10 de milli- 
gramme du polysaccharide staphylococcique. Les polynucléaires 
eS blent done plus sensibles & Pappel de Vantigéne qu’a Pappel 
du polysaccharide. Pourtant, tout pouvoir chimiotactique dispa- 
raissant aux fortes doses d’antigene, on peut comprendre pour- 
quoi des germes A Gram négatif, comme le bacille typhique, ne 
sont pas éminemment pyogenes. 

Polysaccharides, antigénes  glucido-lipidiques, apparaissent, 
apres ces recherches, comme aulant de constituants bactériens 
responsables de Il’ appel leucocytaire. Mais suffisent-ils 4 expliquer 
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tout le phénoméene de la suppuration ? C’est peu probable, car 
il s’agit la, certainement, d’un processus complexe qui résulte de 
Vintervention, non seulement de facteurs chimiotactiques bacteé- 
riens, mais encore des toxines microbiennes capables d’altérer les 
leucocytes, et de certaines substances actives sur lesquelles j’aurai 
bientot occasion de revenir, et qui sont lbérées, a la fois par 
les pyocytes et par les tissus infectés. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


M. Nitti: Il est intéressant de constater qu'un anligéne glucido- 
lipidique peut provoquer, au lieu d’injection, un appel leucocy- 
taire. Il semble néanmoins assez difficile d’admettre que l’anti- 
géne glucido-lipidique seul soit responsable de cet appel leuco- 
cytaire, et il serait intéressant d’étudier le comportement des 
corps microbiens aprés extraction de cet antigéne. 

Il serait également intéressant d’étudier V’action des sérums anti 
dans l’apparition des réactions leucocylaires provoquées par les 
antigénes glucido-lipidiques. 


RAPPORTS QUANTITATIFS 
ENTRE ANTIGENES ET ANTICORPS 
DANS LES PRECIPITATIONS SPECIFIQUES 
EN RELATION AVEC LA STRUCTURE MOLECULAIRE 


par P. GRABAR et D. DERVICHIAN. 


Pour expliquer le mécanisme des réactions anligéne-anticorps, 
différentes théorics ont fait intervenir Jes notions de groupements 
spécifiques, de valences multiples, de répétitions de groupements 
spécifiques, etc. (1). Nous nous proposons de donner une base 
plus précise a ces notions en faisant appel a la structure molécu- 
laire élablie par l'un de nous pour rendre compte des principales 
propriétés de protéides (2). On peut ainsi expliquer et relier d’une 
facon cohérente les divers aspects qualitatifs des précipitations 
spécifiques et en prévoir les résultats quantitatifs. 


(1) Voir par exemple, les revues d’ensemble suivantes : K. LAnps1einer. 
The specificity of serological reactions, Baltimore, 1936. — J.-R. Marrack. 
Chemistry of antigens and antibodies, London, 1938. — M. Prmwerrpercer. 
Chem. Rev., 1939, 24, 323 et Bacter. Rev., 1939, 3, 49. 

(2) D. Dervicutan. C. R. Ac. Se., 1940, 244, 792 et 1941, 242, 86; J. de Chim. 
Phys., 1941, 38, 59. 
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-Rappelons que d’aprés le modéle adopté, la molécule protéi- 
dique est assimilée & un disque d’épaisseur a peu prés constante, 
mais dont le diamétre dépend du poids moléculaire. Des deux 
faces planes de ce cylindre aplati émergent les groupements polaires 
libres des acides aminés. Les deux faces sont identiques tant par 
la nature et le nombre des groupements polaires que par leur 
arrangement : les différents éléments (acides aminés) sont rangés 
périodiquement suivant un réseau plan de symétrie ternaire. Dans 
le réseau hexagonal que constitue l'ensemble, un certain nombre 
d’éléments considérés simultanément représentent un motif qui 
peut étre plus ou moins grand. Du fait de la symétrie ternaire, 
tout motif se répéte nécessairement trois fois (ou un multiple de 
trois fois) sur chaque face de la molécule : on passe d’une posi- 
tion du motif & la suivante en tournant de 120° autour du centre 
de symétrie. 

Toute union d’un antigéne et d’un anticorps se fera par juxta- 
position des surfaces planes des deux molécules. Quelle que soit 
la nature des liaisons, elles font intervenir nécessairement les 
restes d’amino-acides qui se trouvent de part et d’autre. I] est 
alors évident que larrangement de ces divers éléments dans 
chacune des surfaces exige une compatibilité des motifs existants 
dans les zones en contact. Nous sommes ainsi amenés ti une deéfi- 
nition géométrique ou cristallographique de la spécificité. Plus 
le nombre d’espéces d’acides aminés entrant dans un motif est 
erand, plus ce motif est grand et plus la spécifiicté est grande. 
Le motif spécifique se répétant trois fois sur chaque face des molé- 
cules il en résulte que chaque molécule doit pouvoir, par chacune 
de ses faces, entrer en contact et s’unir avec trois des molécules 
opposées. Pour parler un langage chimique (sans pour cela pré- 
juger sur la nature de Ja liaison) tout se passe comme si les molé- 
cules avaient un nombre de « valences » égal au nombre d’empla- 
cements du motif spécifique. Au lieu d’un molif unique, on peut 
considérer, sur un méme antigéne, plusieurs motifs différents (se 
répétant chacun trois fois) et dont les motifs correspondants se 
trouvent chacun sur un anticorps différent. Ceci explique l’exis- 
tence, dans un méme immunsérum, d’anticorps multiples corres- 
pondant 4 un antigéne unique (3). 


RELATIONS OUANTITATIVES: — Lorqu’on ajoule une trés petite 
quantité d’antigene (G) & un grand excés d’anticorps (A), seules 
les molécules G sont en mesure de satisfaire toutes leurs valences 


(3) Comme cas limite on peut envisager celui ot le centre du motif se 
confond avec le centre de symétrie des deux molécules. Les valences réci- 
proques sont alors satisfaites par superposition @une seule molécule str 
la molécule complémentaire. On peut dire que, dans ce cas, la spécificité 
est trés restreinte ou au contraire trés lache. 
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a la fois. Toules s’unissent done par chacune de leurs faces a 
trois molécules d’anticorps, celles-ci par contre n’interviennent 
chacune que par une seule de leurs valences. Le composé A,G 
cui se forme est représenté par la figure (a). Au leu de saturer 
ses valences en se combinant avec des molécules de A libres, une 
molécule de G peut venir se fixer sur une des faces extérieures 
du composé A,G; l'une de ses propres faces sera ainsi saturée, 
alors que l'autre permettra de fixer trois nouvelles molécules de A. 
Il en résulte ainsi un empilement schématisé par la figure (b) et 
représenté par la formule (A,G)nA,. Les probabilités de formation 
de complexes du type (a) ou (b) dépendent de la proportion rela- 
tive de molécules de A en excés ; il en est de méme du nombre n 


ZZ 
Wa 


= 
YZ. 
[SS eae as) 


a Gb c ad e 


moyen. Suivant une régle d’acuon de masse, le nombre des com- 
plexes (a) ira en diminuant et, lorsqu’il ne reste plus de molé- 
cules A libres tout sera sous la forme empuilée (b). 

Alors que les piles formées en présence d’un excés de A sont 
‘nécessairement terminées par des molécules A, ce sera au contraire 
des molécules G qui occuperont les positions extrémes aussitot 
qu’il y aura le moindre exces de G en solution (fig. c). La formule 
générale est alors (A,G)aG. Le nombre de molécules G croissant, 
le mécanisme inverse de celui qui vient d’étre décrit se produira, 
c’esl-a-dire qu'il vy aura dislocation progressive des piles, done 
diminution de n. On aboutit ainsi, en présence d’un excés de G, 
au complexe de formule A,G,, figuré en (d). On peut envisager 
epcore la formation d’un composé AG,, ayant la disposition 
inverse du composé (a) et qui se formerait en présence d’un trés 
grand exces de G. I] est représenté en (e). 

Les composés oblenus expérimentalement dans la zone d’exces 
@anticorps ne peuvent avoir qu’une composition moins riche en 
anticorps, ou lout au plus égale, a celle imposée par la relation AG; 
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celle-ci n’a que le sens d’une valeur limite et correspond au tout 
premier composé formé avee les premicres traces d’anugéne. De 
méme les précipilés qui se forment en présence d’un excés d’anti- 
gene sont plus riches en G que A,G et leur composition tend de 
plus en plus vers A,G,, ne pouvant dépasser Ja limite supé- 
rieure AG,. 

La transition du composé (A,G)n\, au composé (A,G)nG se fera 
par la fixation de quantités croissantes d’antigene, la quantité 
lotale d’anticorps restant constante et précipilant avec l'ensemble. 
Ceci correspond a la zone dite d’équivalence. La composition 
moyenne du précipité dans cette zone sera donc voisine de la 
composition moyenne A,G, 

Nous avons réuni dans le tableau les compositions moléculaires 
des précipités spécifiques, élablies empiriquement par différents 
auteurs a partir de déterminations quantitatives. Pour les 6 pre- 
miers antigénes du tableau, nous constatons que les rapports 
moléculaires caractéristiques sont compatibles avec nos prévi- 
sions, maleré que les poids moléculaires alent varié de 42.000 a 
310.000. On admet, par contre, que le poids moléculaire de l’anti- 
corps est resté constamment égal a 160.000. 

Pour les antigénes de poids moléculaires beaucoup plus élevés, 
il est nécessaire de tenir compte de Vinfluence des dimensions 
relatives. En effet, le motif spécifique peut se répéter six fois au 
lieu de trois, mais l’antigéne ne peut fixer 6 anlicorps par chacune 
de ses faces que si la molécule d’antigéne est plus grande qu> 
celle de Vanticorps. 

La composition moyenne dans la zone d’équivalence sera dans 
ce cas voisine de A,G et non de A,G. Malgre cette remarque, les 
valeurs trouvées pour la thyréoglobuline et Vhémocyanine restent 
nellement trop grandes. Il ne faut cependant pas perdre de vue 
quwil s’agit la de protéides complexes dent Ta structure est parti- 
culiére. On sait que les grosses molécules des hémocyanines se 
dissocient facilement en des molécules plus petites. Pour ramener 
a A,G la composition moléculaire des précipiltés obtenus avec la 
thyréoglobuline et Phémocyanine, on devrait done admettre que 
la molécule élémentaire s’associant A Vanticorps est deux fois 
plus petite pour la thyréoglobuline et cing fois plus petite pour 
[hémocyanine (Busycon). Il est curieux de constater que des con- 
sidérations, faites par Pun de nous (4) sur les dimensions molé- 
culaires calculées d’aprés les constantes de dissymétrie, il ressort 
que ces mémes molécules sont exceplionnelles et que la premiére 
semble formée de Vempilement de 2 disques élémentaires ct la 
seconde de 5 ou 6. 

Les résultats de Pappenheimer et de ses collaborateurs sur la 
réaction toxine diphtérique antitoxine de cheval, qui sont repro- 


(4) D. Dervicuran. Loe. ecil., 1941. 
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duites dans notre tableau, ne cadrent pas parfaitement avec nos 
prévisions, tout en étant cependant assez voisins. On peut se 
demander si ces divergences ne sont pas dues au fait que les 
composés formés en présence d'un excés d’antitoxine sont 
solubles. Remarquons aussi que les formules empiriques pro- 
posees par ces auteurs ont été établies par des déterminations 
imdirectes, 

Le mécanisme de la réaction antigéne-anticorps que nous pro- 
posons permet d’expliquer en outre divers phénomeénes tels que 
celui de Danysz et la primo-floculation de Ramon. II s’applique 
aussi au cas des haplénes et antigénes non protéidiques. Nous 
reviendrons sur ces questions. 


(Institut Pasteur.) 


SUR UN NOUVEAU PROCEDE DE DEPISTAGE 
DE LA LOQUE AMERICAINE DES ABEILLES 


par Maurice MATHIS. 


La loque américaine des abeilles ou loque gluante maligne est, 
sans contredit, la maladie la plus terrible dont on att jamais parlé 
dans UVhistoire naturelle des abeilles [Della Rocca (1)]. En 1903, 
(. F. White (2) isole et cultive le germe pathogéne qu'il dénomme 
Bacillus larve. Ce microbe, dont les spores résistent plus d’une 
heure a l’ébullition a 100° C., cultive difficilement méme dans les 
milieux préconisés par l’auteur : bouillon et gélose additionné de 
jaune d’ouf. En 1930, un décret inserit en France la loque améri- 
caine dans la liste des maladies 4 déclaration obligatoire. Des 
mesures trés sévéres de désinfection et disolement des ruchers 
contaminés sont promulguées mais non applicables. A partir de 
ce moment, la maladie disparait des déclarations officielles. Au 
cours de nos recherches sur la biologie des abeilles, il nous a 
done élé impossible de trouver une colonie présentant les symp- 
tomes classiques de l’affection : larve réduite en une masse bru- 
natre dans le fond de sa cellule dégageant une odeur de colle 
forte, un batonnet malaxant la larve pourrie ’étire en un filament 


(1) Della Rocca. Traité complet sur les abeilies, Paris, 1790, 3, 261. 
(2) G. F. Wnite. American Foulbrood. U.S.D.A. n° 809, \Washington, 
mars 1920, 1. 
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eluant de plusieurs centimetres. Il s’agissait done pour nous non 
seulement d’isoler le B. larve en culture pure, mais encore de 
provoquer expérimentalement les sympidmes classiques de la 
loque américaine. 

D’aprés Sturtevant (3), le B. larve cultive dans l’intestin des 
jeunes larves d’abeilles tant que la concentration en sucre de la 
rourrilure ne dépasse pas 3 p. 100. Les larves royales nourries 
de gelée ou bouillie sécrétée par les glandes salivaires des abeilles 
nourrices devaient réaliser les conditions optima de développe- 
ment pour le microbe. En provoquant l’orphelinage de colonies 
apparemment saines, nous trouvions toujours un certain nombre 
de cellules royales ne donnant aucune éclosion de reines ; les 
larves mouraient au cours de leur métamorphose. Il s’agissaii 
de préciser les conditions expérimentales de celle mortalilé en 
isolant un cadre de couvain de la ruche suspecte. Voici le détail 
dune de nos expériences, 

Le 9 octobre 1941, un cadre de couvain de tous les ages est 
prélevé dans la ruche n° 0 (Rucher Insectarium) ne présentant 
aucun symptéme apparent de loque américaine. Ce cadre chargé 
de ses abeilles est placé entre deux vitres, 4 l’étuve a 30° C. Les 
abeilles orphelines construisent immédiatement 5 cellules royales, 
qui sont operculées les 18 et 14 octobre. Le 20, 4 8 heures, la 
premiére reine éclot, le 21 il en est de méme pour trois autres. 
Ia cinquiéme cellule operculée, en apparence normale, présente 
une légére dépression de la pointe. Nous la prélevons et nous 
constatons a son ouverture les symptomes classiques de la loque 
américaine : larve transformée en une masse brunatre, gluante, 
dodeur de colle forte. A examen direct, bacilles mobiles, nom- 
breuses spores réfringentes; aprés coloration: bacilles G+, 
formation de spores subterminales, spores. Ce microbe ne cultive 
pas en bouillon et sur gélose nutritive ; au contraire, dans les 
milieux additionnés de jaune d’ceuf frais, on obtient sur gélose 
le développement de quelques colonies plates, crémeuses dont les 
bords sont réguhers, s’étendant lentement aprés deux ou trois 
jours d’étuve 4 37°C. 

I] résulte de nos recherches les faits suivants : 

I° Le B. larve White peut étre isolé a Vétat de culture pure 
de colonies d’abeilles ne présentant aucun symptéme apparent de 
la loque américaine ; 

2° La pullulation du B. larve dans une seule cellule royale est 
suffisante pour faire apparaitre les signes classiques de l’infec- 
tion dans sa forme naturelle la plus grave ; 

3° La présence du B. larvx avec toute sa virulence, sans aucun 
symplome apparent permet de comprendre et d’expliquer le 


(3) A. Srurtevant. J. of Agricul. Research, Washington, avril 1924, 129. 
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maintien du virus dans un rucher dont seules les colonies malades 
ont été détruites par le feu; 

4° L’affirmation qu’une colonie d’abeilles n’est pas loqueuse ne 
peut pas étre portée sans une série de recherches microscopiques, 
d’ensemencements et l’élevage par les abeilles de cellules royales, 


(Institut Pasteur.) 


RECHERCHES SUR LES ENZYMES PROTEOLYTIQUES 
DU PNEUMOCOQUE 


par J. POCHON. 


Chacun sait combien il est difficile d’obtenir des cultures satis- 
faisantes de Pneumocoques, satisfaisantes par l’abondance des 
germes, par le maintien des caractéres de la souche sous la forme 
lisse, salisfaisantes surtout pour éviter | autolyse des corps micro- 
biens et pour maintenir la virulence. 

La qualité du mileu de culture est fonction, avant tout, de la 
nature des substances protéiques, qui doivent étre des peptones 
pepsiques peu dégradées. 

I] nous a semblé intéressant d’étudier le métabolisme protéique 
du pneumocoquc, sous sa forme lisse et sous sa forme rugueuse, 
dans un milieu qui lui est particulérement favorable, proposé, 
en 1911, par Truche, Cramer et Cotoni ; il s’agit essentiellement 
dune eau peptonée (peptone Chapoteaut) a 40 p. 1.000 glucosée 
i 2p. 1.000, amenée a pH = 7,8 (1). Deux facteurs interviennent 
dans le métabolisme protéique : d’une part, dégradation des pep- 
tones par les corps microbiens vivants, d’autre part, dégradation 
par les enzymes libérés par ces corps microbiens au moment de 
leur autolyse qui peut se produire dés la vingt-quatriéme ou 
quarante-huilicme heure. Nous avons tenté de déterminer la part 
qui revenait & chacun de ces deux facteurs et de préciser les con- 
ditions d’action des enzymes. 

Dans ce but, le milieu que nous venons de citer a été ense- 
mencé avec une souche lisse, puis, apres trente-six heures de 
séjour a ]’étuve a 35°, divisé en deux lots; l’un a été laissé tel 
quel ; l’autre a été additionné de sels biliaires ; la lyse des corps 


(1) Azote total = 6 grammes par litre. Azote aminé et azote polypepti- 
dique, en quantités sensiblement équivalentes, représentant environ chacun 
10 p. 100 de Vazote total. Pas d’azote ammoniacal. 


Annales de UInstilut Pasleur, t. 68, n° 1, 1942. 6 
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microbiens s’est produile en une heure ; un peu de toluene y a 
élé ajoulé afin d’éliminer Paction des germes rugucux, insolubles. 
dans la bile, qui se seraient éventucllement trouvés dans la cul- 
lure ; puis les deux lots ont été porlés a l’étuve pendant quinze 
jours et des prises asepliques ont élé faites réguliérement. Nous 
avons suivi la dégradation des peptones par le dosage de lazote 
aminé, de azote polypeplidique ct de azote ammoniacal ; lutili- 
sation du glucose, la formation d’acides volatils et les variations. 
du pH ont également été notées. 

Dans Ja culture laissée telle quelle, les modifications de l’équi- 
libre azoté sont extrémement faibles pendant les vingt-quatre pre- 
miéres heures. Puis, entre la vingt-quatriéme heure et le dixieme 
jour, on assiste & une protéolyse qui se twaduit par une augmen- 
tation de lazote aminé (40 a 50 p. 100 de lazole total, au quin- 
ziéme jour), et de Vazole polypeplidique, de lammoniaque s’accu- 
mule dans le milieu en petites quantilés (5 p. LOO de Pazote total 
au quinzieme jour). Le glucose est, au contraire, tres précocement 
ulilisé dés la quatriéme heure de séjour a létuve, alors que la 
culture n’est pas encore macroscopiquement visible, 10 p. 100 du 
glucose est déja consommé. Trente-deux heures apres l’ensemen- 
cement, le glucose a enuiérement disparu. 10 p. 100 du carbone 
du glucose fermenté se retrouvent sous forme d’acide acétique 
(traces d’acides formique et valérianique). Il se produit des traces 
de corps aldéhydiques et 0,15 g. C@aleool par litre. Corrélative- 
ment avec ces modifications, le pH, aprés une chute brusque, en 
vingt-quatre heures & 6,38, remonte rapidement, en cing jours, 
a 7,3 puis reste slationnaire. 

Dans le milieu additionné, a la trente-sixieme heure, de sels: 
biliaires oti tout métabolisme cellulaire est éliminé, Vactivité enzy- 
malique se traduit par des modifications de Véquilibre protéique 
qui rappellent de trés prés celles de la culture totale. Dans les 
deux cas, il y a dislocation des grosses molécules avec libération: 
de chaines polypeptidiques et rupture de celles-ei avee libération 
@acides aminés. Mais, comme il fallait s’y attendre, alors que les 
corps microbiens réalisent facilement Ja désamination, les enzymes 
en sont presque incapables, le taux de V'azote ammoniacal reste 
extrémement faible. Cette activité enzymatique est loin d’étre 
négligeable et la comparaison du taux de azote aminé dans le lot 
témoin et dans le lot lysé montre que celle-ci représente les deux 
tiers de celle de la culture totale. Le pH se maintient au chiffre 
qu’il avait au moment de la lyse par les sels biliaires. 

Opérant avee des extraits enzymatiques concentrés [technique 
de Avery et Cullen] (2), nous avons déterminé les limites de pli 
compatibles avec l’activité de ces extraits (pH = 5 a pH = 8) et 


(2) Avery et Cutten. J. exp. Med., 1920, 32, 547. 
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le pil optimum (6,5) ainsi que leur resistance a la chaleur (un 
chauffage de dix minutes 4 100° abaisse le taux de protéolyse de 
50 p. 100 seulement, il faut chauffer pendant une demi-heure pour 
Je voir tomber a 0). 

On sait les transformations profondes qu’apporte au pneumo- 
coque le passage de la phase lisse & la phase rugueuse : c’est la 
modification de l’aspect des colonies, la perte de la solubilité dans 
la bile, la perte de la capsule et du polysaccharide spécifique qui 
la constitue, la perte de la spécificité sérologique, du pouvoir 
pathogéne et de la virulence, la perte enfin du pouvoir antigene 
spécifique, c’est en somme le passage du parasitisme au sapro- 
phyusme. Un tel ensemble de transformations s’accompagne-t-il 
de modifications du métabolisme biochimique ? De nombreux 
auteurs ont signalé l’extension du pouvoir fermentaire a un certain 
nombre de glucides (3), des modifications de l’activité respira- 
toire (4), nous avons nous-mémes signalé que le passage au sapro- 
phytisme s’accompagnait de modifications du pouvoir oxydo- 
réducteur que traduit la faculté qu’ont ces germes de réduire le 
rouge neutre (5), faculté qui est lapanage de certaines formes 
libres. Dans le présent travail, nous avons cherché a comparer 
le métabolisme des deux phases. I] semble que les processus de 
désamination soient plus accentués dans la phase rugueuse ; si 
cette différence est minime, elle se fait cependant dans le sens 
atlendu ; en effet, deux Streptococex saprophytes que nous avons 
éludiées A ce point de vue présentaient un pouvoir désaminant 
encore plus accentué. 

Ainsi, sur ce point paruiculer, les pneumocoques suivent la loi 
générale du parasitisme ; celui-ci s’accompagne, en méme temps 
que de simplifications morphologiques, de la perte d’un certain 
nombre d’activités métaboliques, indispensables aux formes libres, 
mais inutiles aux formes parasites. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


(3) Coronr et Frocu. Ces Annales, 1939, 62, 133. 
(A) Finnie. J. exp. Med., 1931, 53, 661. 
(5) J. Pocnon. C. R. Acad. Sei., 1939, 208, 1607. 
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QUELQUES OBSERVATIONS 
SUR LES PROPRIETES HEMOLYTIQUES 
DES TOXINES PERFRINGENS ET HISTOLYTIQUE 
ACTION DE DIFFERENTS SERUMS ET DU SULFAMIDE 
SUR CES TOXINES 


par Mayyis GUILLAUMIE. 


Au cours de nos recherches sur la détermination du_ titre 
antitoxique des sérums anti-perfringens A et anti-histolyluque (1), 
nous avons préparé de nombreux échantillons de toxines corres- 
pondantes. ‘Voutes les préparations ont ¢lé faites avec une seule 
souche de B. perfringens (souche Lechien) et avec une seule 
souche de B. lhistolytique (souche Letivi). Indiquons briévement 
quelques-uns des caractéres de ces toxines a l’élat liquide : 


a) La toxine perfringens esl moins nocive in vivo et plus hémo- 
lyltique im vitro que la toxine histolylique ; b) conservées a la tempé- 
rature de 2°, ces deux toxines perdent 90 a 99 p. 100 de leur activité 
hémolytique en huit a dix jours; puis, tandis que l’effet hémoly- 
lique de la toxine histolytique disparait en trois & quatre semaines 
(pH 7,2-7,6), celui de la toxine perfringens reste encore appréciable 
au bout d’un an; c) la toxine perfringens qui s’est alténuée a 2° 
récupeére généralement (2) sa valeur hémolytique initiale en présence 
de cysléine ; lactivation se produit rapidement, méme aprés un 
séjour de dix-douze mois a 2° (3). Par contre, huit A dix jours seule- 
ment aprés la préparation, la toxine histolytique n’est qwincompleé- 
lement aclivée par la cystéine el aprés vingt & trente jours de conser- 
vation a 2° elle n’est plus activable, ou que trés légérement, par 
rhydrosulfite de soude ou par la cystéine employée aux doses de 1, 
4 et 10 p. 1.000. Ces faits montrent que, pendant le vieillissement, la 
plus grande partie de l’hémolysine de la toxine histolytique, sinon 
loute, subil rapidement a 2° une transformation irréversible alors 
que les constituants hémolyliques inactifs de la toxine perfringens 


(1) M. Guirtaumir. Ces Annales. 1941, 66, 204 ; 67, 389. 

(2) M. Guitraumiz, M. Fasre et G. Cuarres. €. R. Soc. Biol. 194s 135: 
996; daprés nos titrages, la cystéine rétablit intégralement Vactivité hémo- 
lytique de 20 échantillons de toxine perfringens atténuée et parliellement 
celle de 3 autres (dosages en présence dhématies de mouton). 

(3) M. Guittaumir. C. R. Soe. Biol., 8 novembre 1941, 135, n° 17-18. 
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atlénuée, conservée dans les mémes conditions, ne s’altérent géné- 
ralement pas. Signalons toutefois que la toxine perfringens conservée 
a 37°, en tubes sceliés, présente au bout de trente jours un début 
d’altération ; les titrages de l’activité hémolytique, effectués en pré- 
sence de 1 4 4 p. 1.000 de cystéine, quarante-cing A soixante jours 
apres avoir maintenu cette toxine A 37°, indiquent en outre que 
Yaltération s‘intensifie progressivement au cours de la conservation. 


En comparant les propriélés des toxines perfringens et histo- 
lytique précipitées par le sulfate neufre d’ammonium, nous avons 
noté les faits suivants : 


a) En solution dans des mélanges-lampons, la toxine perfringens 
est plus hémolytique & pH 6 ou 6,5 qu’a pH neutre ou alcalin ; la 
toxine histolytique exerce son effet hémolytique maximum Aa pH 7,?2- 
7,9 ; b) la toxine histolytique précipitée est plus protéolytique que 
la toxine perfringens. Les activités protéolytique et hémolytique des 
divers échantillons de toxine histolytique que nous avons tilrés 
n’ont pas toujours varié parallélement. Ainsi, la toxine H 2, beau- 
coup moins protéolytique que la toxme H 8, est aussi hémolytique 
que cette derniére ; c) L’activité hémolylique de la toxine histoly- 
iique dissoute dans les solutions tamponnées diminue notablement 
en cing heures a 20° ; par contre, celle de 4 échantillons de toxine 
perfringens, Sur 5 que nous avons éludiés, est restée stable pendant 
vingt-quatre heures dans des mélanges-tampons & pH 6-6,5 et 7; 
d) la toxine histolytique est stable en solution dans des bouillons Vf 
addilionnés de 1 p. 1.000 de cysléine (4) ; aussi lavons-nous utilisée 
dans ces conditions pour déterminer la valear anti-hémolytique de 
divers sérums. 


Des recherches systématiques sur la neutralisation de Vaction 
hémolyltique de Ja toxine histolytique par différents sérums n'ont 
pas été entreprises ; ce fait n’est pas surprenant car i est clas- 
sique d’admettre que le B. histolyiique n’élabore pas d’hémo- 
loxine. Cette nolion est cependant erronée. Les résultats que 
nous venons de mentionner, ceux que nous avons encore obtenus 
avec 3 autres souches de B. histolylique et aussi les observations 
antérieures de Taizo Mita, de Celarek et Stethkiewiez, mettent 
en effet hors de doute que diverses souches de cet anaérobie 
produisent une hémotonine. 

Des titrages préliminaires nous ayant montré que des quantités 
minimes de sérums anti-histolytiques neutralisent Phémolysine de 
la toxine homologue et que les sérums normaux sont moins 
anti-hémolytiques vis-a-vis de cette toxine que les sérums spéci- 


(4) Nos divers échantillons de toxine histolytique mis en solution dans 
3 bouillons différents ajustés a plIl 7,35 (macérations de viande de bceuf 
ou de cheval, digestion de panse de pore) manifestent en présence de 
1 p. 1.000 de cystéine une activité hémolytique aussi intense que dans le 
bouillon Vf£ additionné de 1 p. 1.000 de cystéine. 
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fiques, nous avons ensuite recherché si des immunsérums non 
spécifiques neutraliseraient l’effet hémolytique de la toxine histo- 
lytique avec la méme intensité que les sérums spécifiques. Nous 
avons utilisé des sérums anli-perfringens A. Sachant, en effet, 
qu'une faible dose de ces immunsérums inhibe non seulement 
activité hémolytique de la toxine correspondante, mais encore 
celle des toxines complexes élaborées par d’autres types de 
B. perfringens, type B ou D (5), nous avons supposé que les 
sérums antli-perfringens A, devaient a faible dose neutraliser 
Vhémolysine si fragile de la toxine histolytique. Aprés avoir 
observé que tel était bien le cas, nous avons pensé que, réci- 
proquement, de faibles quantités d’anti-hémolvsine histolytique 
devaient annuler l’action hémolysante de la toxine perfringens A. 
Nous avons effectué un certain nombre de dosages pour vérifier 
cette hypothése. Voici les résultats que nous avons obtenus en 
ajoutant A divers sérums soit de la toxine histolytique, soit de 
la toxine perfringens A. 

I. Neutralisation in vitro de leffel hémolytique de la toxine his- 
tolylique. 


La dose minima hémolytique (D. M.H.) des toxines histolytiques 
H 2, H8 et H9 dissoutes dans du bouillon Vf + cystéme est de 
 milligr. 02; celle de ta toxine H 6 est égale 4 0 milligr. 03. Une 
unilé antiloxique du sérum anti-histolytique étalon provenant de 
Copenhague neutralise 0 milligr. 4 de la toxine H 2, soit 20 D. M. H. 
de cette toxine (6). Pour déterminer le titre anti-hémolytique de dif- 
férents sérums de cheval (3 anti-histolytiques, 8 anti-perfringens A, 
9 normaux), nous avons ulilisé 20 D. M. H. de l'une queleonque des 
4 toxines indiquées. 


Le titre anti-hémolylique des sérums anti-histolytiques a varié 
entre 2.000 et 6.000; celui de 3 sérums anti-perfringens entre 
250 et 500, celui de 2 autres entre 3.000 et 5.000 et celui des 
3 derniers entre 10.000 et 50.000. Le titre des sérums normaux 
a varié entre 20 et 50 (3 sérums), 100 et 250 (8 sérums), 400 et 
1.000 (3 sérums). Ces chiffres montrent que le titre anti-hémoly- 
lique de 5 sérums anti-perfringens est supérieur a celui des 


(5) M. Weinperc et Maylis Gurtraumm. Rev. Immunol., 1936, 2, 529 
tableau III. 

(6) Une unité antitoxique de ce sérum neutralise in vitro Veffet hémoly- 
tique de 2 milligrammes des toxines H 6 et H 8 et celui de 0 miller. 8 de 
la toxine H9. Le sérum étalon francais, rigoureusement identique au sérum 
étalon danois daprés les titrages in vivo, est beaucoup plus antihémoly- 
lique in vitro que celui-ci. D’aprés les titrages sur souris, une unité anti- 
toxique de Tun quelconque de ces sérums neutralise 2 milligr. 15 de la 
toxine histolytique II 2, soit 60 doses minima mortelles. (Les mélanges de 
toxine et de sérum sont laissés pendant quarante-cing 4 soixante minutes 
a 37° avant d’éprouver leur activité in vilro et in vivo.) 
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sérums normaux et qu il est au moins égal sinon supérieur a 
celui des sérums anti-histolytiques. De ces résultats nous déduisons 
que injection des antigénes du B. perfringens détermine I’élabo- 
ration danti-hémolysines capables de neutraliser l’effet hémoly- 
tigue de la toxine histolytique. Voici d’ailleurs un exemple trés 
net a Pappui de cette conclusion : 


Avant d’injecter de l’anatoxine per/ringens au cheval 29, le titre 
anli-hémolylique de son sérum, évalué au moyen de l’échantillon 
de toxine histolyltique H 2, est compris entre 500 et 1.000; le titre 
anti-hémolytique du sérum prélevé aprés la douziéme injection est 
compris entre 40.000 et 50.000. 


Pour mettre en relief tout Vintérét de l’ensemble des résultats 
que nous avons observés in vilro, signalons qu’aucun des sérums 
normaux (7) et anti-perfringens que nous avons ulilisés au cours 
de ces recherches ne neutralisail, a la dose de 0 c. c. 5, deux doses 
mortelles (D. M.) de toxine histolytique (toxine H 2, titrages sur 
souris, veines). 

Du fait que les constiluants de la toxine histolytique, qui sont 
responsables des phénoménes d’intoxication in vivo, ne sont neu- 
tralisés que par les sérums anti-histolytiques alors que [action 
hémolylique de cette toxine est neutralisée par d’autres sérums 
que les sérums spécifiques, nous concluons que la réaction in vitro 
— hémolysine histolytique + anti-hémolysine — n’a pas la spéci- 
ficité bien connue de la réaction observée in vivo — toxine histo- 
lytique + antitoxine. 

Il. Neutralisation in vilro de Veffet hémolytique de la loxine 
perfringens. 


Beaucoup de sérums normaux contiennent des anticorps contre 
les divers antigénes du B. perfringens (8). Dans un travail anté- 
rieur (9) nous avons signalé que le titre anti-hémolytique de 8 sérums 
normaux, déterminé vis-a-vis de 20 D. M. H. d'une toxine perfrin- 
gens liquide trés hémolytique, variait entre 20 et 100. Au cours des 
recherches actuelles, nous avons employé 2 échantillons de toxine 
perfringens précipitée en solution dans l’eau physiologique et 
2 échantillons de toxine perfringens liquide atténuée. 


(7) En examinant 8 autres sérums normaux, nous avons constaté qu’a 
la dose de 0 c. c. 5, Pun d@eux neutralisait 2 D. M. de la toxine J12, un 
autre 2.485 D.M.; les 6 restants ne neutralisaient pas 2 D.M. de cette 
toxine. SA 

(8) Nous avons titré 64 sérums normaux par la méthode des injections 
intraveineuses a la souris; A la dose de 0 c. c. 5, Il sérums n’ont pu 
neutraliser 2D. M. de la toxine perfringens précipilée, mais 4 cette dose, 
5 sérums ont neutralisé 2 D.M.; 11 sérums: 2 4 5 D.M.; 5 sérums: 
5 D. M.; 10 sérums: 5 a 10 D.M.; 6 sérums: 10 D. M.; 10 sérums: 10 a 
20 D. M., les 6 derniers ont titré 2 A 6 unités antitoxiques. 


(9) Revue Immunol., 1936, 2, 513. 
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a) Titrages vis-a-vis de la toxine perfringens précipilée. Vis-a- 
vis de 20 D. M. H. des toxines perfringens utilisées (E 8 et E 13), 
le titre anti-hémolytique de 4 sérums a été compris entre 5 et 75, 
celui de 4 sérums anti-histolytiques entre 250 et 750 et celui de 
4 sérums anti-perfringens entre 1.000 et 4.000. Ces faits indiquent 
que les sérums anti-histolytiques, moins anti-hémolytiques vis-a- 
vis de la toxine perfringens précipitée que les sérums anti- 
perfringens et nettement plus anti-hémolytiques que les sérums 
normaux, neutralisent a faible dose V’action hémolytique de la 
toxine perfringens. Tablant sur ces résultats et sur les recherches 
démontrant que la toxine perfringens contient plusieurs facteurs 
hémolytiques, nous présumons que la toxine histolytique en ren- 
ferme aussi plusieurs. 


b) Titrages vis-a-vis de la toxine perfringens atlénuée. En ajou- 
lant des quantités décroissantes dun sérum anli-perfringens ou 
anti-histolytique & un volume fixe d’une toxine perfringens atténuée 
(20 D. M. H.) et au méme volume de cette toxine aprés activation 
totale par la cystéine, nous avons constaté que la quantité de sérum 
qui neutralisait leffet hémolytique du volume de toxine employé 
ne dépendait pas de l’état de l’oxydation ou de réduction de la 
toxine. En effet, 0 c. c. 8 d’une toxine perfringens conservée A 2° 
depuis le 28 janvier 1941 sont neutralisés avant ou aprés addition 
de cystéine, par 1/300 de centimétre cube du sérum anti-per/rin- 
gens 296 et ne le sont pas par 1/400 de centimétre cube. Or, avant 
addition de cystéine, 0 c. c. 8 de cette toxine représente 20 D. M. H. 
et, apres activation par ce réducteur, 800 D. M. H. (10). 

Signalons aussi qu’aprés neutralisation par un sérum Ja toxine 
perfringens atténuée n’est plus activable par 2 p. 1.000 de cystéine. 


III. Action du p-aminobenzéne sulfamide sur les propriétés hémo- 
lytiques des toxines perfringens ef histolylique. 


Les travaux de J. et Mme J. Tréfouél, Nitti et Bovet sur les pro- 
priétés thérapeutiques du sulfamide (1162 F) ont ouvert la voie A 
de multiples recherches. De nombreux auteurs ont signalé que ce 
composé suspend la multiplication du B. perfringens. D’aprés 
Carpenter et Barbour (1939), il inhibe aussi la nocivité de la toxine 
élaborée par ce bacille. Cependant, d’aprés Nitti et Bloch (11), il 
faut administrer 4 la fois du sérum anti-perfringens et le sulfamide 
pour enrayer rapidement les infections graves & B. perfringens. 


Aprés avoir constaté que de faibles quantités de sérums anti- 
perfringens ou anti-histolytique suppriment VPactivité hémolytique 


(10) C. V. Smyrue et T. N. Harris ont signalé que Vhémolysine des strep- 
locoques incomplétement ou totalement activée par Vacide thioglycolique 
est neutralsée par la méme quantité de sérum anti-streptococcique 
(J. TImmunol., 1940. 38. 283). 

(1) F> Nitm et F. Broca. CG. Ro SocsBiol.. 1940843450199) 
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des toxines correspondantes, nous avons recherché si le sulfamide 
a dose élevée (12) aurait le méme effet. Nous avons dissous, A la 
concentration de 1 p. 1.000, deux toxines perfringens précipitées 
(8 ou E 13) ou la toxine histolytique H 2, dans de l’eau physio- 
logique ordinaire, dans un mélange-tampon (pH 7,1) et, compa- 
rativement, dans les mémes solvants préalablement additionnés 
de 5 ou 8 p. 1.000 de sulfamide ; les titrages de l’activité hémoly- 
tique des solutions, effectués une et cing heures plus tard, nous 
ont montré que le sulfamide aux doses employées n’exercait pas 
Vaction anti-hémolytique. L’addition de 4 p. 1.000 de sulfamide 
a des toxines perfringens liquides atténuées (pH 7,1 et 7,2) ne 
modifie pas non plus leur activité hémolytique (13). 

En résumé : Vactivité hémolytique de la toxine histolytique dis- 
parait en quelques semaines 4 2° ; la cystéine ou l’hydrosulfite de 
soude ne rétablissent pas l’effet hémolytique initial de la toxine 
devenue inactive. L’injection au cheval des antigénes du B. per- 
fringens détermine l’élaboration d’anti-hémolysines  susceptibles 
de neutraliser effet hémolytique de la toxine histolytique. Le titre 
anti-hémolytique d’un sérum vis-a-vis d’un échantillon donné de 
toxine perfringens liquide ne dépend pas de l’état d’oxydation ou 
de réduction de cet échantillon. La toxine perfringens neutralisée 
par un sérum ne récupére pas son activité hémolytique en présence 
de cystéine. Méme a dose élevée, le sulfamide ne diminue pas 
Veffet hémolytique des toxines perfringens et histolylque. 


(Institut Pasteur.) 


(12) D’aprés Oscoopn et Power (1938), les faibles doses de sulfamide sont 
sans action sur lhémotoxine des cultures de B. perfringens en bouillon. 
Mais, dans les recherches de ces auteurs, l’effet du sulfamide employé a 
peut-étre été masqué par Vaction antisulfamide du bouillon. 

(13) Dans un autre groupe de recherches, réalisées avec Mle Krecurr et 
que nous exposerons en détail par ailleurs, nous avons constaté que les 
doses de sulfamide (3 a 13 p. 1.000) qui retardent de vingt heures dans le 
bouillon Vf le développement du B. perfringens (souche  Lechien) 
nempéchent pas ullérieurement Vapparition dans la culture Mune quantité 
@hémolysine égale A celle qui existe dans les tubes témoins. Par contre, 
les B. perfringens qui se développent dans des tubes contenant 30 cent. 
cubes de bouillon Vf glucosé (pH 7,6) et 0 c. c. 6 de sérum anti-perfringens 
n’élaborent pas de composés hémolytiques (chaque tube est ensemencé, au 
cours de ces recherches comparatives, avec 10 & 16 ou 10.000 a 
16.000 germes). 
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SUR UNE PROPR ETE CURIEUSE 
DES MELANGES TOXINE-ANATOXINE DiPHTERIQUES 


par R. PONS. 


Au cours de la préparation des anatoxines destinées a l’immu- 
nisation de ’homme et des animaux, il est nécessaire, dans de 
nombreux cas et dans le but de standardiser le taux en unités 
floculantes des solutions vaccinantes, de praliquer des mélanges 
de plusieurs préparations présentant des titres différents de flocu- 
lation. 

Il est admis, et l’expérience le confirme, que le taux définitif 
dans des mélanges d’anatoxine est égal & la moyenne arithmétique 
des valeurs floculantes de chaque préparation anatoxique. De 
méme, la dilution d’une anatoxine, comme d’ailleurs d’une toxine, 
entraine une diminution en U. I. de cette anatoxine et de cette 
toxine, proportionnelle a cette dilution en méme temps qu’une 
augmentation du temps nécessaire a la floculation initiale. 

Nous nous sommes demandé si les mélanges toxine-anatoxine 
diphtériques étaient soumis aux mémes lois, ou si la toxine et 
lanatoxine, corps profondément différents par leur propriété 
toxique et cependant trés voisins par leur qualité antigénique, se 
comportaient de facon indépendante au point de vue de la flocu- 
lation : chacun floculant pour son propre compte dans le mélange 
toxine-anatoxine. 

Dans le but de répondre a cette question, nous avons réalisé un 
cerlain nombre d’expériences dont nous donnons ci-aprés un 
résumé. 


Experience I. — On mélange 10 cent. cubes de toxine diphté- 
rique D 4 floculant & 45 U. F. en trente minutes et 10 cent. cubes 
(anatoxine diphtérique B. T. O. floculant 4 45 U. F. en une heure 
cinquante minutes (dans ce mélange, chacun des deux constituants 
est dilué de moitié). 

La recherche de la floculation initiale dans ce mélange concur- 
remment avec la recherche de la floculation de la toxine B 4. et 
de lanatoxine B.T. O., diluées de moitié A Vaide d’un bouillon 
a pil 8,8 donne les résullals suivants 


leo Mélange toxine-anatoxine . oP Wire ia eeaaeD 
40 UF. en 4 h. 40 
: pene eres {( 23 UF. en 1 bh. 20 

2° Toxine D4 diluée de moitié. 
c ease i | 90 UF. en 4 h. 38 
3° Anatoxine BIO diluée de moitié. . .... . 28 UF. en 3 h. 48 
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Ainsi pour les mélanges toxine-anatoxine la valeur du pouvoir 
floculant obéit, en quanlité, aux mémes lois que les mélanges de 
loxines ou les mélanges d’anatoxines ; il n’en est pas de méme 
quand on considére le facteur femps. 

In effet, il est curieux de constater que le temps de floculation 
du mélange toxine-anatoxine est égal ou légérement supérieur au 
temps de floculation de la toxine au’ taux de dilution ot elle se 
trouve dans le mélange, comme si |’addition de l’anatoxine, qui 
maintient & 45 U. F. le taux de la floculation, n’avait en rien 
modifié, dans le temps, ce phénomeéne. 

Pour vérifier que Ja dilution de la foxine dans le mélange toxine- 
anatoxine conditionne le temps de floculation, nous avons répété 


: ay: 7 ‘ 5 anatoxine 
lexpérience précédente en faisant varier le rapport. : —————. 


loxine 
Expririences II et IIL. — A. Mélange : deux parties de toxine D 4 
pour une partie d’anatoxine B. I. O. 
: x 45 UF. en 4 h. 6 
4° Floculation du mélange .. . Sei EOOUR] en 1 hice 
2° Floculation toxine D 4 diluée dans le rapport 30 UF. en 1 h. 
de Quay ses as ats , 35 UF. en 1 h. 20 
3° Floculation de |’ auntarine BIO dsluce (dans { 45 UF. en 4 h. 30 
le rapport deia3. { 20 UF. en 6 h. 


B. Mélange : une partie de toxine D 4 pour deux parties d’ana- 
toxine B. I. O. 


Ms WO oy al So, B33} 


4° Floculation du mélange Sqr ent, edo 


2° Floculation de la toxine D4 diluée dans le 


eM yes COOMA Ee eG bg 46 oe 5c 15a ent bi 45 
3° Floculation de l’anatoxine BIO dilues Mane ( 200 UE ene 2 hess 
Temrap pORcedOwMea) sian ae ra een en ee SONU EH emeciehins 0 


Le mélange flocule donc toujours a 45 U. F. (1) quelles que soient 
les proportions des composants (toxine-anatoxine), mais le temps 
nécessaire a la floculalion initiale est toujours égal, a quelques 
minutes prés, au temps nécessaire a la floculation de la toxine D 4 
dans la dilution correspondante. Le temps de la floculation du 
mélange est bien conditionné par Ja floculation de Ja toxine consi- 
dérée comme seule présente dans le mélange, alors que le taux de 
la floculation est fonction des deux constituants de ce mélange. 

Pour expliquer ce phénomeéne, entre antres hypotheses, on peut 
admettre que |’antiloxine plus avide de la toxine que de Panatoxine, 


(1) Soulignons quil s’agit dune toxine et d'une anatoxine ayant toutes 
deux le méme titre antigénique soit 45 U.F., ceci pour simplifier le pro- 
bléme. 
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se fixe en premier lieu sur celle-ci (2), flocule la premiere, et 
amorce, le mélange élant équilibré en U. F. et en U. A., le phé- 
nomene visible de cette fixation qui est la floculation, entrainant 
de ce fait la totalité du complexe toxine-anatoxine. 


A PROPOS DES BACTERIES DENOMMEES L/STERELLA 
RAPPEL D'UNE OBSERVATION ANCIENNE 
DE MENINGITE CHEZ L’HOMME 


par L. COTONI. 


Le nom de Listerella est employé depuis 1927 par les auteurs 
anglais el américains pour désigner certaines bactéries Gram- 
positives. Déja en 1926, Murray, Webb et Swann (1) observaient 
a Cambridge, dans un élevage de lapins et de cobayes, une 
épizootiec _frappant surtout les lapins jeunes, et caractérisée par 


du méléorisme abdominal, suivi 
mortel. L’autopsie révélait des 
cdémes, des foyers nécrotiques 
glions mésentériques. Murray et 


d'un dépérissement progressif et 
épanchements des séreuses, des 
du foie, Vhypertrophie des gan- 
ses collaborateurs isolérent péni- 


blement une bactérie Gram-positive, qui leur sembla d’abord 
immobile, puis faiblement mobile. Trés facile 4 conserver, elle 
reproduisait la maladie par inoculation, avec, caractére particu- 
lier, une intense mononucléose sanguine ; aussi appelérent-ils ce 
germe Baclertum monocytogenes. L’année suivante, en 1927, 
Pirie (2) trouvait en Afrique du Sud dans les organes de gerbilles 
un germe semblable ; ce. germe, appelé d’abord Listerella hepa- 
fica, fut bientot reconnu identique a celui de Murray et nommé 
Listerella monocytogenes. En 1929, Nyfeldt (8) décrivait au 
Danemark un germe analogue dans le sang d’un malade atteint 
de mononucléose infectieuse. Les années suivantes apparurent, 
aux Etats-Unis et en Grande-Bretagne, plusieurs cas d’infection 
générale ou de méningites chez homme, souvent mortelles, dans 


lesquels furent trouvées des bactéries analogues [Burn (4), 
(2) R. Pons. Rev. Immunol., 1939, 5, 557. 
(1) E. G. D. Murray, R. A. Wess et M. B. R. Swann. J. Path. a. Baet., 
1926, 29, 407. 
(2) J. WH. H. Prem. Publ. S. Afr. Inst. Med. Res., 1927, 3, 163. 
(3) A. Nyretpr. C. R. Soe. Biol., 1929, 4104, 590. 
(4) C. G. Burn. Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1934, 34, 1095; J. Bacl., 


1935, 30, 573; Am. J. Path., 1936, 12, 341. 
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Tesdal (5), Schultz et collaborateurs (6), Gibson (7), ete.]. Enfin 
on a isolé depuis lors la Listerella monocytogenes chez diverses 
espéces animales (mouton, chévre, pore, renard, volailles), dans 
des états pathologiques divers ; nous renvoyons en_ particulier 
aux publications de Webb et Barber (8) et de Paterson (9) en 
Angleterre, et a la revue trés documentée de Verge et Goret en 
France; (10). 

C’est en 1939 que Barber (11) fit une étude bactériologique 
comparée des Listerella et du bacille du rouget du pore. La 
lecture de ce travail m’intéressa vivement, car je reconnus sans 
peine dans la description des Listerella un germe étudié aulrefois 
par moi-méme. En 1919, mon regretlé collégue, le D™ J. Dumont, 
me demandait didentifier une bactérie trouvée par lui dans le 
liquide céphalo-rachidien d’un soldat itahen, mort l'année pré- 
cédente en Champagne. Ce malade, apporté 4 ambulance dans 
un état voisin du coma, présentait un état méningé fébrile, sans 
aucun antécédent de traumatisme ni d’otite. Deux ponctions lom- 
baires montrérent un liquide trouble, ou l’examen microscopique 
et lensemencement décelérent facilement de fins bacilles Gram- 
positifs. L’hémoculture resta négative et le malade mourut au 
troisi¢me jour ; pas d’autopsie. Je ne fus pas médiocrement sur- 
pris de rencontrer dans ce liquide céphalo-rachidien un microbe 
ressemblant étrangement au bacille du rouget du pore : bactérie 
petite, Gram-posilive, sans spores mi capsule, aérobie et anaé- 
robie, non protéolylique, non indologéne avec des colonies 
@aspect classique dans la gélatine en piqtre, allaquant glucose, 
lévulose, inactive sur saccharose, laclose, maltose, mannite, viru- 
lente pour la souris, le pigeon, le lapin, mais non le cobaye. 
Toutefois ce germe, a la différence du bacille du rouget typique, 
ne noircissait pas la gélose au sous acétate de plomb, et paraissait 
insensible & Vaction du sérum anti-rouget soit in vitro, soit chez 
la souris. Aussi, nous publidmes cette observation singuliére sous 
le titre de : Bacille semblable au bacille du rouget du pore 
rencontré dans le liquide céphalo-rachidien d’tin méningitique (12). 

Vingt années plus tard, la lecture des travaux anglais me 
montra que nous avions été, dés 1919, en présence d’une Liste- 
rella « avant la lettre ». Je réétudial ce germe : il se conserve 
avee une facililé remarquable. Nous avions commis lerreur de 


5) M. Tespau. Acta Med. Seand., 1934, 83, 3al. 

6) E. W. Scuuttz, M. ©. Terry, A. T. Brice et L. P. Grsuarvt. Proceed. 
Soc. exp. Biol. a. Med., 1934, 34, 1021. 

7) H. G. Greson. J. Path. a. Bact., 1935, 44, 239. 

(8) R. A. Wess et M. Barper. J. Path. a. Bact., 1937, 45, 523. 

9) J. Parerson. J. Path. a. Bact., 1939, 48, 25; Veter. Rec., 1939, 54, 873. 
(10) J. Verce et P. Gorer. Recueil Méd. Vétér., 1941, 147, 5. 
It) Mi. Barver. J. Path. a. Bact.,. 1939, 48, V1: 

(12) J. Dumonr et L. Coront. Ces Annales, 1921, 35, 625. 
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le croire immobile ; éclairé par les recherches de Paterson, j’al 
pu colorer 4 cils péritriches, au moyen de la méthode de Casares- 
Gil, cilée par Levenson (13). La mobilité est un caractére des 
Listerella ; Paterson a coloré des cils sur 27 échantillons d’ori- 
gine humaine et animale et a bien voulu confirmer le diagnostic 
de Listerella sur ce microbe de méningile. Les caractéres de 
notre échantillon ont peu varié depuis une vingtaine d’années : 11 
acidifie maintenant les milieux additionnés de saccharose ou de 
lactose et se montre moins virulent pour la souris et le Japin. 
Aectuellement il pousse en eau peptonée a 1 p. 100, est détruit 
par chauffage trente minutes & 55°, produit de la catalase, réduit 
énergiquement le bleu de méthylene, dédouble Vesculine, n’aci- 
difie pas les milieux additionnés d’arabinose ou de elycérine, 
xvlose, galactose, Wéhalose ou inuline ; if fournit une réaction 
cde Voges-Proskauer . positive. Le D® Prévot a oblhgeamment 
constaté que ce goerme n’attaque pas les nitrates (14). 
L’exhumation de celte observation ancienne nous suggére 
quelques remarques. C’est d’abord Vancienneté méme des obser- 
vations de Listerella. pears (1911) les aurait signalées dans 
le foie du lapin et Atkinson (15), en 1917, dans une épidémie 
australienne de méningite, C’est aussi la rarelé extréme des cas 
de méningile a Listerella. Depuis 1921, aucun cas, semble-t-il, n’a 
été publié en France : aspect plus ou moins diphtéroide de ces 
germes aurait-il été parfois mis sur le compte d’une contamina- 
tion accidentelle ? De plus, les Listerella posent un probléme de 
classification bactériologique. Barber a tenté de le résoudre (1939) 
par étude comparée de représentants des deux groupes Erysi- 
pelothrix. et Listerella, au total 9 échantillons provenant de 
diverses espéces (souris, gerbille, cobaye, lapin, pore et homme). 
Nombreux sont les caractéres communs aux deux groupes : bac- 
téries Gram-positives, sans capsules ni spores; différences frap- 
pantes de morphologie, dans chaque groupe, entre les formes 
lisses et rugueuses, ressemblance & 37°, dans les deux groupes, des 
formes rugueuses filamenteuses, qui se fragmentent; méme 
aspect tres filamenteux 4 la température du laboratoire. -Mémes 
différences au sein de chaque groupe dans Vaspect des colonies 
lisses et rugueuses, mémes exigences thermiques, méme action 
favorable du glucose et du sang sur le développement. Dans les 
deux groupes, “virnlence pour la souris avec foyers nécrotiques du 
foie et virulence pour le lapin, avec mononueléose sanguine. 
Quant aux caracléres franchement dilférents, Barber note la 
mobilité des Listerella et leur virulence pour le cobaye, avec une 
structure antigéne différente de celle des Erysipelothriz. Les 


(13) - Levenson. Ces Annales, 1936, 56, 634. 
(13) A. R. Prévor. Ann. Ferm., 1940, 5, 467. 
(15) a Arxinson. Med. J. Aust., 4, 115. 
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autres caractéres différentiels sont moins tranchés. Barber estime 
sage de maintenir actuellement les dénominations d’Erysipelothrix 
et de Listerella, mais déclare qu’en définitive il est impossible de 
conclure. Notons que pour Porter et Hale (16), sulfamide et sulfa- 
pyridine guérissent Vinfection expérimentale de Ja souris. par 
Listerella, mais non par Erysipelothrix. 

En fait, bacille du rouget et Lislerella ont vu chacun, l'un 
depuis 1878, l’autre depuis 1926, s’étendre progressivement son 
domaine. Le bacille du rouget, individualisé comme l’agent élio- 
logique d’une maladie du pore, avait été, dés cette époque, 
rencontré chez la souris (B. muriseplicus), puis chez Vhomme, le 
pius souvent dans lérysipéloide de Rosenbach, dans le ‘tube 
digestif du pore sain, chez diverses espéces de ruminants, de 
rongeurs, d’oiseaux, chez des insectes, dans le milieu extérieur 
luiméme. Pareillement, la Listerella, trouvée d’abord chez le 
lapin, a été signalée dans des étais pathologiques chez de mul- 
tiples espéces animales. Ainsi, bacille du rouget et Listerella sont 
devenus ubiquitaires. Les recherches de Vavenir préciseront leur 
domaine pathogéne et montreront sil convient de voir en eux un 
vaste groupe microbien renfermant des types de transition ou de 
les considérer, suivant la tendance actuelle, comme deux espéces 
différentes. 

(Unstilul Pasteur.) 


COMPORTEMENT DU COBAYE 
A LINOCULATION DE DOSES MASSIVES 
DE RICKETTSIES DU TYPHUS HISTORIQUE 
ISSUES DE POUMON DE SOURIS OU DE LAPIN 


par Paut GIROUD et René PANTHIER. 


Le comportement clinique habituel du cobaye infecté de typhus 
historique est bien connu. Aprés une incubation de sept a dix 
jours, la maladie ne se manifeste que par une hyperthermie de 
huit a dix jours; l’amaigrissement n’excéde pas 100 grammes. 


(16) J. R. Porrer et W. M. Hate. Proceed. Soe. exp. Biol. a. Med., 1939, 
42, A7. 
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Cette maladie correspond a une infection provoquée par Vino- 
culation de broyals d’organes de cobayes prélevés au deuxieme 
jour de la fievre. A ce moment, il est de régle de ne jamais cons- 
later de ricketlsies bacilliformes dans les frottis des divers organes, 
mais seulement des éléments que nous avons antérieurement 
décrils : corps arrondis, homogénes ou granuleux et surtout dans 
le protoplasme, des enclaves colorées en rose au Macchiavello. (Le 
protoplasme de ces cellules est en effet divisé en logettes dont 
certaines semblent vides, d’autres sont centrées d’un corpuscule 
rubis, d’autres enfin conticnnent une substance colorée unifor- 
mément en rose apres coloration avec la technique de Macchia- 
vello.) 

Origine des souches. — La souche conservée sur souris a élé 
directement adaplée en partant du cobaye. Nous avons déja montré 
que pour obtenir facilement cette adaptation au poumon de souris, 
il suffisait de provoquer chez le cobaye lapparition de rickettsies 
en augmentant la gravilé de la maladie, par Ja conservation a basse 
température (—25°) des organes quiservent aux passages el surtout 
en abaissant la résistance de animal par une injection journaliére 
de produit toxique, comme une suspension bactérienne chautfée 
(b. tvphique ou paratyphique par exemple). On obtient ainsi une 
prolifération de rickettsies dans les exsudats de ces animaux qui 
font des maladies graves hypothermiques. C’est 4 partir de tels 
exsudats qu’on peut réussir l’adaptation au poumon de souris ; 
celle-ci est compléte aprés deux ou trois passages. 

La souche conservée sur le lapin vient de la souris. Le lapin, 
dont la résistance a été diminuée par le méme artifice que celui 
utilisé pour le cobaye, moculé par vole trachéale, fait une maladie 
pulmonaire trés grave. Aprés deux ou trois passages, la quantité 
de rickeltsies est presque aussi grande dans les frottis de poumon 
de lapin que dans ceux de souris. 


Comporlement du cobaye. — Les cobayes inoculés avec des 
suspensions de poumon de souris ou de lapin riches en rickett- 
sies font une maladie grave, bien différente de la maladie clas- 
sique. 

Dans les cas moyens, immédiatement ou aprés une incubation 
de vingt-quatre heures, la température dépasse 40° et 41° pendant 
sept & huit jours. On constate le plus souvent une péri-orchite 
nette (signe de Neill-Mooser) les quatriéme et cinquiéme jours, 
parfois méme le sixiéme jour. Apres cette premiére période, les 
symplomes disparaissent pendant deux ou trois jours mais, le 
dixiéme ou le onziéme jour, Ja température monte de facon 
d’autant plus transitoire, semble-t-il, que la maladie des premiers 
jours était plus grave. Pendant plusieurs jours, on observe un 
signe qui permet de déceler les réactions péritonéales, les testi- 
cules ne descendent pas bien et les bourses restent vides lorsque 


ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES DE) LANGUE FRANCAISE 97 


l'on cherche a y pousser les testicules (1). Ce symptome peut du 
reste remplacer complétement le grossissement du scrotum. 

A cété de ces cas de gravité moyenne, on peut obtenir une 
maladie plus bénigne si l’on inocule des dilutions plus étendues 
de suspensions de poumon. On voit alors réapparaitre la période 
d’incubation et on observe une courbe thermique qui tend a se 
rapprocher de la courbe du typhus historique normal du cobaye 
a mesure que les dilutions sont plus élevées ; la premiére partie de 
la courbe s’affaisse, alors que la deuxiéme devient plus importante 
en durée et en intensité. 

Si les doses inoculées sont trop fortes, l’infection du cobaye est 
trés sévére et la mort survient en quelques jours. La baisse de 
poids peut dans ce cas atteindre 200 grammes. 

A Vautopsie, on constate un important exsudat péritonéal et 
une congestion marquée des poumons (parfois méme des zones 
hépatisées dans les frottis desquelles on peut trouver de nom- 
breuses rickettsies). La rate, soit de taille normale, soit augmentée 
de volume, est toujours recouverte d’un exsudat abondant qui 
peut méme prendre l’aspect d’une véritable fausse membrane. Les 
reins et les surrénales sont généralement congestionnés. Les testi- 
cules hémorragiques peuvent étre bloqués dans les bourses et 
sont recouverts d’exsudat ainsi que les vaginales. Les rickettsies 
sont surtout abondantes dans les exsudats de la paroi, de la rate 
ou du foie; elles ne prédominent pas dans |’exsudat vaginal comme 
dans le typhus murin et la fiévre pourprée. 

Par passages successifs sur cobaye, méme en partant d’une 
infection grave, la maladie s’atténue, |’orchite disparait et il ne 
persiste de la température des premiers jours qu’un petit clocher 
thermique transitoire du sixiéme ou septiéme jour; la fiévre débute 
le dixiéme jour, persistant huit a dix jours entre 40° et 41°, réalisant 
avec les nodules cérébraux et l’absence de réaction scrotale la 
maladie classique du cobaye. 

Conclusion. Le cobaye répond done a l’inoculation massive de 
rickettsies par une infection trés sévére dont la gravité peut 
dépendre en partie du pouvoir toxique propre des rickettsies ino- 
culées en grande quantité. Cette maladie s’accompagne de réaction 
scrotale et d’exsudats dans lesquels on peut mettre en évidence de 
tres abondantes rickettsies. Par passages successifs sur cobaye, 
ces caractéres disparaissent et rapidement on obtient de nouveau 
un typhus historique typique. 

On peut done ainsi, par adaptation en quelques passages 4 partir 
du cobaye, provoquer la culture abondante de rickettsies sur 
poumon de souris puis de lapin et de nouveau, en quelques pas- 
sages également, revenir au typhus historique classique du cobaye 


(1) Nous avons constaté également ce méme signe au cours des périto- 
nites bactériennes, il extériorise une réaction péritonéale importante. 
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aussi bien en partant du poumon de souris que du poumon de 
lapin. Le virus de départ n’a donc pas été modifié par ces adap- 
tations successives. 


(Institut Pasteur.) 


PROCHAINES SEANCES 


Jeudi 8 janvier 1942 
Jeudi 5 février 1942 
Jeudi 5 mars 1942 


Les séances ont heu a 16 heures au Grand Amphithéatre de 
VInstitut Pasteur. 


Les Membres désirant présenter des communications sont priés 
d’en avertir le Secrétaire général et de lui en communiquer le titre 
pour permettre l’établissement de ordre du jour de la réunion. 


Le Gérant : G. Masson. 


Imprimé par l’Ancne Impie de la Cour d’Appel, A. Mareruroux, Dir., 
1, r. Cassette, & Paris (France) 


